PATENT COOPERATION Th^TY 



PCT/EP99/10461 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 


To: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Washington, D.C. 20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 

16 August 2000(16.08.00) 




International application No. 

PCT/EP99/10461 


Applicant's or agent's file reference 

EP-1005/PCT 


International filing date (day month year) 

29 December 1999 (29.12.99) 


Priority date (day /mo nth/yea r} 

30 December 1998 (30.12.98) 


Applicant 

SIPPEL, Albrecht, E. et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 



in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

26 July 2000(26.07.00) 

| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election 



m 
□ 



made before the expiration of 1 9 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (A] -??) 74(1.14.35 



Authorized officer 

S. Mafia 

Telephone No.: (-11 32) 338. 83. 38 



Form PCT IB 331 (Julv 1992) 



EP99 10461 



ATENT COOPERATION TR TY 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 


To: 

GOTTE, Anna 
Scharnitzer Strasse 42 
82166 Grafelfmg 
ALLEMAGNE 


Date of mailing (day month year) 

1ft nDPomhpr 9000 MR 1? 00\ 
10 L/cCtrfTlUcr ZUUU [ IO IZ.UU/ 


Applicant's or agent's file reference 

EP-1005/PCT 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 

PCT/ EP99/ 10461 


International filing date day month yea: i 

29 December 1999 (29,12.99} 



1. The following indications appeared on record concerning: 
| | the applicant [ j the inventor j~~X] the agent | j the common representative 


Name and Address 

GOTTE, Anna 
Friedhofstrasse 28 
D-47877 Willich 
Germany 


State of r JaT: c-nai ity 


State of Residence 


Telephone No. 

+ 49-2154-205091 


Facsimile f J 

+ 49-2154-205092 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
| | the person | [ the name X the address j | the nationality | the residence 


Name and Address 

GOTTE, Anna 
Scharnitzer Strasse 42 
82166 Grafetfing 
Germany 


State of Nationality 


State of Residence 


Telephone No. 

+ 49-(0)39-89868600 


Facsimile No. 

+ 49-(0)89-89868601 


Teleprinter N a. 


3. Further observations, if necessary: 


4. A copy of this notification has been sent to: 
| X | the receiving Office | | the designated Offices conco- ned 
| | tfie International Searching Autnontv | X | t^-e elected Offices conce' net! 
| X j r hie International ^ i e 1 1 m i n i r v E x a m ■ n i n g Autnontv j | ut f < e t : 





Authorized officer 


The International Bureau of WIPO 




34, chemin des Colombettes 


Peggy Steunenberg 


1211 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No.: (4V22) 740.14.36 


TeiepMure No.- (4 1 -22) 33;3>;3.3M 



Form P C T '3 306 (IV.irc^ ^<)4 



VERTRAG U 



1§ 



R DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT 
DEM GEBIET DES PATENTWHS 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



09/869595 



Aklenzeichen des Anmelders Oder Anwatts 

EP-1005/PCT 


WEITERES siehe Mrtteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/10461 


Internationales Anmeldedatum 

(Tag/MonatJahr) 

29/12/1999 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

30/12/1998 


Anmelder 

SIPPEL, Albrecht E . et al 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittert. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermrttelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _ 5 _, „ Blatter, 

| X | Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 Grundlage des Berlchts 

a 



Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotld- und/oder Amlnosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthatten ist. 

| | zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schrrftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

| | Die Erklarung. daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schrrftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

| | Bestlmmte Anspruche ha ben slch ais nicht recherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 
| | Mangel nde Elnheltllchkelt der Erflndung (siehe Feld II). 

Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 

| | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 1 

| | wie vom Anmelder vorgeschlagen keine der Abb. 

fX] weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 




Internationales AktenzeichenPCT£P 99 A0461 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 2 1 0 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr. : 72-78 



Anspruche 72-78 beziehen sich auf Liganden ( Agoni sten/Antagoni sten ) , die 
in der Lage sind, eine Bindungsakti vitat eines Ligandenbindungsabschni tt 
eines Rezeptors gegenuber einem Liganden zu verandern bzw. auf 
Polypeptide und Proteine, die eine Ligandenbindungsfunktion eines 
Rezeptors aufweisen; auf Zusammensetzungen und Arzneimi ttel , die solche 
Liganden enthalten, desweiteren die Verwendung solcher Liganden als 
Leitsubstanz zur Entwicklung von davon abgeleiteten Liganden, Verfahren 
zur Herstellung eines Liganden durch Deri vati sierung eines 
identif izierten Liganden, Verbindungen und Polypeptiden bzw. Proteinen 
und ein Nukl ei nsauremol ekul und seine Verwendung. 
In keinem der obigen Anspruche i st eine reale technische 
Charakteri sierung eines Liganden bzw. eines der angefiihrten Molekule 
gegeben. Mehrnoch, keine der obigen Sunstanzen werden in der Anmeldung 
eindeutig definiert. Konsequenterwei se ist der Umfang der besagten 
Anspruche unklar, zweideutig und vage, und ihr Gegenstand wird nicht 
ausreichend in der Anmeldung beschrieben (Art. 5 und 6 PCT). Recherchen, 
die sich auf rein spekulative Anspruche erstrecken und deren Wortlaut 
sich mehr auf die Rezitierung von Wunschenswertem erstreckt, als an 
Fakten halt, konnen nicht durchgefuhrt werden. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, da8 Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspriichen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenberi cht erstellt wurde, normalerwei se nicht Gegenstand einer 
i nternati onal en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der i nternati onal en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
i nternati onal en Recherchenberi chtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 



VERTRAG UBER 



INTERNATIONALE ZUSA 
EBIET DES PATENTWES 



t^RB^r? A^uVdEM 




PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNG^ O§^h l CHT PC1 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



recd 2 9 MAY 2001 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
EP-1005/PCT 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/10461 


Internationales Anmeldedatum(Tag//Wonafc / Ja/7r / ) 
29/12/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
30/12/1998 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/12 


Anmelder 

SIPPEL, Albrecht E. et al 



1. Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERiCHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieRlich dieses Deckblatts. 

Auf3erdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 22 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde EinheitHchkeit der Erfindung 

Begrundete Feststetlung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Sti'itzung dieser Feststellung 



II 


□ 


III 

IV 


□ 


V 


□ 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Datum der Einreichung des Antrags 
26/07/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
25.05.2001 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

«^ Europaisches Patentamt 
/fly D-80298 Munchen 
C^' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter /^5^T\ 

Heckl, K (f 3 I 

Tel. Nr. +49 89 2399 8430 



Formblatt PCT/IPEA7409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERN ATIONALER VO 
PRUFUNGSBERICHT 




UFIGER 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/1 046 1 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzbiatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikef 14 hin vorgeiegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprung/ich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 und 70. 1 7))\ 
Beschreibung, Seiten: 

1-54 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-72 eingegangen am 07/09/2000 mit Schreiben vom 05/09/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1-3 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungsspracne der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daft das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgeiegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgeiegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VMI, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VO 
PRUFUNGSBERICHT 




UFIGER 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/1 0461 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 



III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

1. Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 
JS Anspruche Nr. 1-72. 



□ Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
{genaue Angaben): 



E9 Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
oder die obengenannten Anspruche Nr. 1-70 sind so unklar, daf3 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

IS Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 72 sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daf3 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

S3 Fur die obengenannten Anspruche Nr. 71 wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 



Begrundung: 



entspricht: 



□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computeriesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VCTRLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/1 0461 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt \ 

Gruncllage des Bescheides 

Grundlage des Bescheids sind die Anspruche 1-72, eingereicht mit Schreiben vom 
05.09.00, erhalten 07.09.00. Dabei blieben, den Ausfuhrungen der Vertreterin folgend, 
die ursprunglichen Anspruche 1-70 unverandert, der neue Anspruch 71 entspricht dem 
ursprunglichen Anspruch 74, der neue Anspruch 72 entspricht dem ursprunglichen 
Anspruch 76 in geanderter Form. 

Zum neuen Anspruch 72 muG festgestellt werden, da(3 es nicht moglich ist, dessen 
Konformitat mit den Anforderungen von Art.34(2)(b) PCT zu uberpriifen. Denn es ist 
weder dem ursprunglichen Anspruch 76 noch dem geanderten Anspruch 72 oder der 
fur die Anderung dienenden Basis von Seite 50, Zeilen 1-11 eine sinnvoller Inhalt zu 
entnehmen (siehe Abschnitt III), sodaB auch eine Analyse, ob der Anspruch uber den 
Inhalt der Anmeldung in ihrer ursprunglichen Form hinausgeht, nicht ausgefuhrt werden 
kann. 

Zu Punkt 111 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und 
gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Es erfolgte keine Erstellung eines Recherchenberichts fur Anspruch 71 (alter 
Anspruch 74). Daher kann auch dieser Anspruch keiner vorlaufigen Prufung 
unterzogen werden. 

2. Anspruch 72, der die Anforderungen von Art.34(2)(b) nicht erfullt, kann auch nicht 
gepruft werden. Auch der ursprungliche Anspruch 76 (statt des unter Art.34(2)(b) 
nicht gewahrbaren Anspruchs 72) kann nicht gepruft werden, da er nicht 
interpretierbar ist (siehe den folgenden Punkt 3) 

3. Der Gegenstand der Anspruche 1-70 und des ursprunglichen Anspruchs 76 ist 
nicht interpretierbar. Dies aus folgenden Grunden: 

3.1 Einerseits werden die Merkrnale von Anspruch 1 durch das zu erreichende Ziel 
definiert (keine Ausubung der Aktivitat der dritte Domane des Fusionsproteins). 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/10461 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zur Klarung tragen auch die Anspruche nicht bei, die sich auf den diese Aktivitat 
verhindernden Multiproteinkomplex richten, denn diese definieren diesen Komplex 
ebenso nicht (Anspruche 3 und 4). Im Gegenteil, es wird sogar eine vierte 
Domane in diesem Zusammenhang diskutiert (Anspruch 4), uber die sich keine 
weiteren Merkmale in den Anspruchen finden lassen. 

3.2 Weitere Unklarheit wird in die Anspruche gebracht, indem diese in vielfacher 
Weise Alternativen anfuhren, diese zum Teil wieder aufheben, und bei gleichzeitig 
eingefuhrten und wechselnden Ruckbezugen schlieBlich nicht mehr ersichtlich ist, 
worauf sich welche Alternative nun bezieht und worauf nicht. 

Als Beispiel sei die Alternative angefuhrt, daf3 die dritte Domane ihre Aktivitat nicht 
ausfuhren kann, und zwar bei fehlender und auch bei erfolgreicher 
Ligandenbindung durch die zweite Domane (Anspruch 1). Zunachst ist unklar, wie 
dieses Ziel zu erreichen ist. Weiters fehlt, abgesehen von der Bezugnahme von 
Anspruch 3 und 20 auf die erste Alternative, von der Bezugnahme von Anspruch 
19 auf beide Alternativen, eine Bezugnahme der anderen Anspruche auf die eine 
oder andere Variante ganzlich. Nicht nur, da3 die Rolle der fehlenden oder 
stattfinden Ligandenbindung auf die gewunschte Aktivitat (oder Nicht-Aktivitat) 
nicht diskutiert wird, so verhindert die fehlende Bezugnahme der anderen 
Anspruchen auf die eine oder andere Alternative eine Beurteilung der Wirkung 
dieser Merkmale uberhaupt. 

3.3 Dazu kommt, daB Merkmale, die bereits in den Anspruchen 1-14 eingefuhrt sind, 
in den Anspruchen 19 und 20 wieder auftauchen, diesmal im Zusammenhang mit 
einer Zelle, die ein Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1-14 umfaBt. Der 
Hintergrund dieser neuerlichen Aufnahme derselben Merkmale bleibt verborgen, 
ebenso, welchen Anteil nun die Zelle daran hat. 

Noch unerklarlicher wird der beanspruchte Gegenstand der Anspruche 19 und 20, 
die immerhin ein Fusionsprotein nach den Anspruchen 1-14 umfassen, jedoch 
eine Ausfuhrungsform beanspruchen, bei der die dritte Domane ihre Aktivitat nun 
doch ausuben kann, und zwar bei stattfindender als auch fehlender 
Ligandenbindung durch die zweite Domane. 



Formblatt PCT/Beiblatl/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VOrLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/1 0461 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



3.4 Vollends unverstandlich wird schlieBlich Anspruch 23 (der auf Anspruch 19 
ruckbezogen ist) durch das Merkmal, daf3 "unter bestimmten Bedingungen" bei 
Abwesenheit des Fusionsproteins die nun bereits vielfach diskutierte Aktivitat nicht 
eintritt. Ist nun schon im Anspruch 19 bei Anwesenheit eines (hinsichtlich der 2. 
Domane einerseits funktionellen, andererseits nicht-funktionellen) Fusionsproteins 
unklar ob nun eine Aktivitat vorliegt oder nicht, bleibt der Fachmann hoffnungslos 
uberfordert, wenn er nun auch noch uber ausbleibende Aktivitaten bei 
Abwesenheit dieses Fusionsproteins befinden soil. Dies, noch dazu, wenn dieses 
Ereignis "unter bestimmten Bedingungen", also unter nicht definierten 
Bedingungen eintritt. 

3.5 Anspruche 24-35 bleiben daher ebenso ratselhaft, um so mehr als diese nicht in 
der Lage sind, die von den vorstehenden aufgeworfenen Unklarheiten auch nur 
im Ansatz beheben zu konnen. 

3.6 Damit kann auch den Anspruchen 36-60, 61-70 und ursprunglicher Anspruch 76 
keine vernunftige Interpretation entnommen werden. 

3.7 Damit im Zusammenhang erlaubt sich die Prufungsstelle auf das Erfordernis der 
Einheitlichkeit der Erfindung zu verweisen. Denn diese scheint im vorliegenden 
Satz der Anspruche, schon im Lichte von Seite 1 der Beschreibung nicht 
gegeben. Auch die Anspruche 1-14 umfassen schon naturlich vorkommende 
zellulare Rezeptoren verschiedenster Art, wovon jeder fur sich schon eine 
einzelne "Erfindung" oder Gruppe von Erfindungen darstellt. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) {EPA-April 1997) 



07-09-2000 P< EP 00991 0461 

PCT/EP 99/10461 
> SIPPEL, Albrecht E. et al . 



5 NEUE PATENT ANS PRUCHE 

1. Fusionsprotein, umfassend mindestens drei Domanen, wobei 
eine erste Domane eine Membranlokalisierung des Fusionspro- 

teins in einem zellularen Kontext vermittelt und 
10 - eine zweite Domane eine Ligandenbindungsfunktion eines nu- 
klearen Rezeptors aufweist oder mutmafilich aufweist, 

eine dritte Domane eine Aktivitat aufweist, die in der Lage 
ist, einen sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweg in 
einer Zelle zu aktivieren, 
15 dadurch gekennzeichnet , dag bei fehlender Bindung oder, alterna- 
tiv, bei Bindung von Ligand an die zweite Domane die dritte Do- 
mane ihre Aktivitat zur Aktivierung eines sich an ein Ras- 
Protein anschliefienden Signalwegs in einer Zelle trotz Membran- 
lokalisierung nicht ausiiben kann. 

20 

2. Fusionsprotein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS 
die einzelnen Domanen innerhalb des Fusionsproteins in Richtung 
vom N-Terminus zum C-Terminus in der Abfolge erste Domane, zwei- 
te Domane, dritte Domane Oder in der Abfolge dritte Domane, 

25 zweite Domane, erste Domane angeordnet sind. 

3. Fusionsprotein nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daS die Unfahigkeit der dritten Domane zur Aktivierung ei- 
nes sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalwegs bei feh- 

30 lender Bindung von Ligand an die zweite Domane darauf beruht, 
dafi bei fehlender Bindung von Ligand an die zweite Domane die 
dritte Domane durch einen sich an das Fusionsprotein anlagernden 
Multiproteinkomplex so komplexiert werden kann, dafi die dritte 
Domane nicht in der Lage ist, ihre Aktivitat zur Aktivierung ei- 

35 nes sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalwegs in einer 
Zelle auszuuben. 
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4. Fusionsprotein nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , dafi 
es fur die Anlagerung des Multiproteinkomplexes einen zusatzli- 
chen Proteinabschnitt innerhalb der zweiten Domane oder als 

5 vierte Domane umf afit . 

5. Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die erste Domane die Aminosauresequenz eines 
Membranlokalisierungssignals, insbesondere eines Farnesylie- 

10 rungssignals, Myristylierungssignals Oder Prenylierungssignals, 
oder einer Transmembrandomane umf afit Oder davon abgeleitet ist . 

6. Fusionsprotein nach einem der vorangegangenen Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Aminosauresequenz der zweiten Do- 

15 mane eine Aminosauresequenz eines Rezeptorabschnitts eines in 

der Natur vorkommenden nuklearen Rezeptors umfafit oder davon ab- 
geleitet ist . 

7. Fusionsprotein nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafi 
20 die Aminosauresequenz der zweiten Domane die Aminosauresequenz 

des Rezeptorabschnitts eines Steroid-Rezeptors , eines Orphan - 
Rezeptors, eines Vitamin-Rezeptors , beispielsweise eines Vitamin 
D-Rezeptors, eines Thyroxin-Rezeptors , eines Dioxin-Rezeptors 
oder eines Retinsaurerezeptors umfafit oder davon abgeleitet ist . 

25 

8. Fusionsprotein nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die Aminosauresequenz der zweiten Domane eine Aminosau- 
resequenz umf afit, die von der Aminosauresequenz eines Rezepto- 
rabschnitts eines in der Natur vorkommenden nuklearen Rezeptors 

30 durch Mutation, insbesondere durch Anfiigen, Substitution, Dele- 
tion, Insertion und/oder Modif izierung einer oder mehrerer Ami- 
nosauren oder Gruppen von Aminosauren, abgeleitet ist. 

9. Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch ge- 
35 kennzeichnet , dafi die zweite Domane einen in der Natur nicht 

vorkommenden, beispielsweise durch "molecular modelling" erzeug- 
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funktion eines nuklearen Rezeptors umf afit . 

10. Fusionsprotein nach einem der vorangegangenen Anspruche, da- 
5 durch gekennzeichnet, dafi die dritte Domane die Aktivitat eines 

aktiven und insbesondere konstitutiv aktiven Ras -Proteins auf- 
weist . 

11. Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch ge- 
10 kennzeichnet , dafi die dritte Domane die Aktivitat eines funktio- 

nellen Guaninnukleotid-Austauschf aktors aufweist. 

12. Fusionsprotein nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Aminosauresequenz der dritten Domane von der Aminosaurese- 

15 quenz des CDC25- Proteins aus Saccharomyces cerevisiae, eines 
SOS-Proteins aus einem Saugetier Oder eines SOS-ahnlichen Pro- 
teins aus einem beliebigen Organismus abgeleitet ist. 

13. Fusionsprotein nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafi 
20 die Aminosauresequenz der dritten Domane mindestens die fur die 

Aktivitat des CDC2 5 -Proteins, des SOS-Proteins Oder des SOS- 
ahnlichen Proteins erf orderlichen Aminosauresequenzabschnitte 
eines dieser Proteine umf afit . 

25 14. Fusionsprotein nach Anspruch 1 - 11, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die dritte Domane eine Aminosauresequenz umf afit, die von der 
Aminosauresequenz eines in der Natur vorkommenden Ras-Proteins 
oder eines in der Natur vorkommenden Guaninnukleotid-Austausch- 
faktors oder der fur die Aktivitat erf orderlichen Abschnitte da- 

30 von durch Mutation, insbesondere durch Anfiigen, Substitution, 
Deletion, Insertion und/oder Modif izierung einer oder mehrerer 
Aminosauren oder Gruppen von Aminosauren, abgeleitet ist. 

15. DNA-Molekiil , das das Fusionsprotein nach einem der Anspruche 
35 1 bis 14 kodiert . 
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nom, umfassend mindestens ein DNA-Molekul nach Anspruch 15. 

17. Vektor nach Anspruch 16, der zur Trans format ion oder Trans- 
5 fektion einer Wirtszelle geeignet ist. 

18. Vektor nach Anspruch 16 , der zur Expression mindestens eines 
Fusionsproteins geeignet ist, dadurch gekennzeichnet , daE er 
mindestens ein DNA-Molekiil nach Anspruch 15 unter Kontrolle ei- 

10 nes oder mehrerer in einer Wirtszelle f unktionsf ahiger Promoto- 
ren umf afit . 

19. Zelle, umfassend ein Fusionsprotein nach einem der Anspriiche 
1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dafi bei fehlender Bindung 

15 oder, alternativ, bei Bindung von Ligand an die zweite Domane 
des Fusionsproteins die dritte Domane ihre Aktivitat zur Akti- 
vierung eines sich an ein Ras-Protein anschlieSenden Signalwegs 
in der Zelle trotz Membranlokalisierung nicht ausiiben kann, je- 
doch bei Bindung von Ligand an die zweite Domane bzw. , bei der 

20 alternativen Variante, bei Abdissoziierung des Ligands von der 
zweiten Domane eine Konf ormationsanderung mit Auswirkungen auf 
die dritte Domane bewirkt wird, so da£ die dritte Domane ihre 
Aktivitat zur Aktivierung eines sich an ein Ras-Protein an- 
schlieSenden Signalwegs in der Zelle ausiiben kann. 

25 

20. Zelle nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dafi die Un- 
fahigkeit der dritten Domane des Fusionsproteins zur Aktivierung 
eines sich an ein Ras-Protein anschlieSenden Signalwegs bei feh- 
lender Bindung von Ligand an die zweite Domane des Fusionspro- 

30 teins darauf beruht, daS bei fehlender Bindung von Ligand an die 
zweite Domane die dritte Domane durch einen sich an das Fusions - 
protein anlagernden Multiproteinkomplex so komplexiert werden 
kann, dafi die dritte Domane nicht in der Lage ist, ihre Aktivi- 
tat zur Aktivierung eines sich an ein Ras-Protein anschliefienden 

35 Signalwegs in der Zelle auszuiiben, jedoch bei Bindung von Ligand 
an die zweite Domane eine Konf ormationsanderung mit Auswirkungen 
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tiproteinkotnplex zumindest teilweise von dem Fusionsprotein ab- 
dissoziiert und die dritte Domane ihre Aktivitat zur Aktivierung 
eines sich an ein Ras- Protein anschliefienden Signalwegs in der 
5 Zelle ausiiben kann. 

21. Zelle nach Anspruch 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet , daS 
sie zwei oder mehr Fusionsproteine nach einem der Anspriiche 1 
bis 14 umf afit . 

10 

22. Zelle nach einem der Anspriiche 19 bis 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Zelle eine einzellige prokaryotische oder eu- 
karyotische Zelle, und insbesondere eine Hefezelle, speziell ei- 
ne zellwandlose Hefezelle, ist. 

15 

23. Zelle nach einem der Anspriiche 19 bis 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS in Abwesenheit von Fusionsprotein zumindest unter 
bestimmten Bedingungen ein sich an ein Ras-Protein anschliefien- 
der Signalweg in der Zelle nicht aktiviert werden kann. 

20 

24. Zelle nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dafi sie min- 
destens ein Fusionsprotein mit einer dritten Domane, die in der 
Lage ist, den in Abwesenheit des Fusionsproteins inaktiven oder 
inaktivierbaren, sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal- 

25 weg in der Zelle zu aktivieren, umf afit . 

25. Zelle nach Anspruch 23 oder 24, dadurch gekennzeichnet, dafi 
der sich an ein Ras-Protein anschliefiende Signalweg auf den 
Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung fur die Zellvermeh- 

30 rung essenziell ist oder der sich an ein Ras-Protein anschlie- 
fiende Signalweg alternativ der Aktivierung von Transkriptions- 
faktoren fur Gene, die fur die Zellvermehrung nicht essenziell 
sind, dient . 

35 26. Zelle nach einem der Anspriiche 23 bis 25, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Aktivierbarkeit des sich an ein Ras-Protein 
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anschliefienden Si^J^wegs in Abwesenheit von ^|^ionsprotein tem- 
peraturabhangig ist . 

27. Zelle nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet , dafi die feh- 
5 lende Aktivierbarkeit des sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalwegs in Abwesenheit von Fusionsprotein bei bestimmten Tem- 
peraturen auf zumindest einer Mutation eines zelleigenen Guanin- 
nukleotid-Austauschfaktors beruht, welche bewirkt, daS dieser 
oberhalb einer bestimmten Temperatur funktionsunf ahig wird. 



10 



28. Zelle nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dafi sie eine 
Zelle des Sac char omyces cerevisiae-Hef estamms cdc25-2 ist oder 
von diesem abgeleitet ist. 



15 29. Zelle nach Anspruch 27 oder 28, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Zelle ein Fusionsprotein umfafit, dessen dritte Domane die 
Aktivitat eines f unktionellen Guaninnukleotid-Austauschf aktors 
aufweist . 



20 30. Zelle nach Anspruch 2 7 oder 28, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Zelle ein Fusionsprotein umfafit, dessen dritte Domane die 
Aktivitat eines aktiven und insbesondere konstitutiv aktiven 
Ras-Proteins aufweist . 



25 31. Zelle nach Anspruch 2 6 oder 27, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die fehlende Aktivierbarkeit des sich an ein Ras-Protein an- 
schliefienden Signalwegs in Abwesenheit von Fusionsprotein bei 
bestimmten Temperaturen auf zumindest einer Mutation eines zel- 
leigenen Ras-Proteins beruht, welche bewirkt, dafi dieses ober- 

30 halb einer bestimmten Temperatur funktionsunf ahig wird. 



32. Zelle nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dafi die feh- 
lende Aktivierbarkeit des sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalwegs in Abwesenheit von Fusionsprotein auf einer Deletion 
35 des Membranlokalisierungssignals, insbesondere Farnesylierungs- 
signals, des zelleigenen Ras-Proteins oder auf einer Mutation 
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rkt, dafi kei 
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Bindung des Ras -Proteins an zellulare Membranen mehr erfolgt, 
beruht . 

5 33. Zelle nach Anspruch 31 oder 32, dadurch gekennzeichnet , daS 
die Zelle ein Fusionsprotein umfaSt, dessen dritte Domane die 
Aktivitat eines aktiven und insbesondere konstitutiv aktiven 
Ras -Proteins aufweist . 

10 34. Zelle nach einem der Anspriiche 19 bis 33, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS sie auf einem festen Trager aufgebracht ist . 

35. Zelle nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dafi sie auf 
Biochips immobilisiert ist . 

15 

36. in vivo- Assay zur Bestimmung der Eignung einer Testsubstanz 
als Ligand fur einen Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezep- 
tors, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Testsubstanz mit Zellen nach einem der 
20 Anspriiche 23 bis 35 unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit 

des Fusionsproteins ein sich an ein Ras -Protein anschliefiender 
Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das 
in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die 
den genannten Rezeptorabschnitt umf afit , und eine dritte Domane, 
25 die bei Bindung von Ligand an die zweite Domane in der Lage ist, 
den inaktiven, sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweg 
in den Zellen zu aktivieren, umfafit, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschlieSenden Signalweges erfolgt ist, 

30 wobei ein Nachweis der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschliefienden Signalweges die Bindungsf ahigkeit der Testsub- 
stanz an die zweite Domane des Fusionsproteins und dementspre- 
chend an den Rezeptorabschnitt anzeigt. 

35 37. Assay nach Anspruch 36, wobei Schritt (b) umfafit, die Akti- 
vierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweges 
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gens, die nur aufgrund der infolge der Aktivierung des sich an 
ein Ras-Protein anschliefienden Signalweges erfolgenden Aktivie- 
rung eines spezifischen Transkriptionsf aktors erfolgt, nachzu- 
5 weisen, wobei der Nachweis der Expression des Reportergens die 
Bindungsf ahigkeit der Testsubstanz an die zweite Domane des Fu- 
sionsproteins und dement sprechend an den Rezeptorabschnitt an- 
zeigt . 

10 38. Assay nach Anspruch 36, wobei in Schritt (a) Zellen, bei de- 
nen der inaktive, sich an ein Ras-Protein anschliefiende Signal - 
weg ein Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und des- 
sen Aktivierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, einge- 
setzt werden und Schritt (b) umfaSt, zu untersuchen, ob die Zel- 

15 len unter den genannten Bedingungen vermehrungsf ahig sind, wobei 
ein Nachweis der Vermehrungsf ahigkeit der Zellen die Bindungsfa- 
higkeit der Testsubstanz an die zweite Domane des Fusionspro- 
teins und dement sprechend an den Rezeptorabschnitt anzeigt. 

20 39. in vivo-Assay zur Bestimmung der Eignung einer Testsubstanz 
als Ligand fur einen Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezep- 
tors, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Testsubstanz mit Zellen nach einem der 
Anspriiche 23 bis 35 unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit 

25 des Fusionsproteins ein sich an ein Ras-Protein anschlieSender 
Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das 
in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die 
den genannten Rezeptorabschnitt umfafit, und eine dritte Domane, 
die nur bei fehlender Bindung von Ligand an die zweite Domane in 

30 der Lage ist, den inaktiven, sich an ein Ras-Protein anschlie- 
Senden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, umfafit, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des sich an ein Ras- 
Protein anschliefienden Signalweges erfolgt ist f 

(c) Untersuchen von Zellen, wie sie in Schritt (a) eingesetzt 

35 wurden, unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit des Fusions- 
proteins ein sich an ein Ras-Protein anschlieSender Signalweg in 
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den Zellen nicht 
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viert werden kann 



in AJ^^penheit der Test- 




substanz auf Aktivierung des sich an ein Ras -Protein anschlie- 
fienden Signalwegs, 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
5 anschlieSenden Signalwegs in Abwesenheit der Testsubstanz und 
die Inaktivitat des sich an ein Ras-Protein anschlieSenden 
Signalwegs in Anwesenheit der Testsubstanz die Bindungsf ahigkeit 
der Testsubstanz an die zweite Domane des Fusionsproteins und 
dement sprechend an den Rezeptorabschnitt anzeigt . 

10 

40. Assay nach einem der Anspriiche 3 6 bis 39, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Testsubstanz eine natiirlich vorkommende Sub- 
stanz und insbesondere ein Hormon, insbesondere ein Steroidhor- 
mon, ein Vitamin, Thyroxin Oder Retinsaure ist. 

15 

41. Assay nach einem der Anspriiche 3 6 bis 39, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Testsubstanz eine in der Natur nicht vorkom- 
mende Substanz ist . 

20 42. Assay nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet , dafi die 

Testsubstanz ein synthetisches Derivat eines natiirlichen Ligan- 
den oder ein Giftstoff, insbesondere Dioxin, ist. 



43. Screeningverf ahren nach unbekannten Liganden eines bestimm- 
25 ten nuklearen Rezeptors, dadurch gekennzeichnet, daS fur das 

Screening ein Assayverf ahren nach einem der Anspriiche 3 6 bis 3 9 
eingesetzt wird. 

44. in vivo-Assay zum Nachweis der Anwesenheit eines Liganden 
30 fur einen Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezeptors in einer 

Probe, die diesen moglicherweise enthalt, gekennzeichnet durch 
die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Probe mit Zellen nach einem der Ansprii- 
che 23 bis 3 5 unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit von 
35 Fusionsprotein ein sich an ein Ras-Protein anschlieSender 

Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das 
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in den Zellen ent 




ene Fusionsprotein eine 



# 



ite Domane, die 



den genannten Rezeptorabschnitt umfafit, und eine dritte Domane, 
die bei Bindung von Ligand an den Rezeptorabschnitt der zweiten 
Domane in der Lage ist, den inaktiven, sich an ein Ras-Protein 
5 anschliefienden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, umfafit, 

(b) Untersuchen, bb eine Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschliefienden Signalweges erfolgt ist, 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschlieSenden Signalweges die Anwesenheit eines Liganden fur 
10 die zweite Domane des Fusionsproteins und dement sprechend fur 

den Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezeptors in der Probe an- 
zeigt . 

45. Assay nach Anspruch 44, wobei Schritt (b) umfafit, die Akti- 
15 vierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweges 
liber die gegebenenf alls erfolgende Expression eines Reporter- 
gens, die nur aufgrund der infolge der Aktivierung des sich an 
ein Ras-Protein anschliefienden Signalweges erfolgenden Aktivie- 
rung eines spezif ischen Transkriptionsf aktors erfolgt , nachzu- 
20 weisen, wobei der Nachweis der Expression des Reportergens die 
Anwesenheit eines Liganden fur die zweite Domane des Fusionspro- 
teins und dement sprechend fur den Rezeptorabschnitt eines nukle- 
aren Rezeptors in der Probe anzeigt. 

25 46. Assay nach Anspruch 44, wobei in Schritt (a) Zellen, bei de- 
nen der inaktive, sich an ein Ras-Protein anschliefiende Signal- 
weg ein Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und des- 
sen Aktivierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, einge- 
setzt werden und Schritt (b) umfafit, zu untersuchen, ob die Zel- 

30 len unter den genannten Bedingungen vermehrungsf ahig sind, wobei 
ein Nachweis der Vermehrungsf ahigkeit der Zellen die Anwesenheit 
eines Liganden fur die zweite Domane des Fusionsproteins und 
dement sprechend fur den Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezep- 
tors in der Probe anzeigt. 



35 
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tn Nachweis der Anwesenhu 
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eines Liganden 



fur einen Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezeptors in einer 
Probe, die diesen moglicherweise enthalt, gekennzeichnet durch 
die folgenden Schritte: 
5 (a) Inkontaktbringen der Probe mit Zellen nach einem der Anspru- 
che 23 bis 3 5 unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit von 
Fusionsprotein ein sich an ein Ras- Protein anschlieSender 
Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das 
in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die 
10 den genannten Rezeptorabschnitt umfafit, und eine dritte Domane, 
die nur bei fehlender Bindung von Ligand an den Rezeptorab- 
schnitt der zweiten Domane in der Lage ist, den inaktiven, sich 
an ein Ras -Protein anschlieSenden Signalweg in den Zellen zu ak- 
tivieren, umfaSt, 

15 (b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschlieSenden Signalweges erfolgt ist, 

(c) Untersuchen von Zellen, wie sie in Schritt (a) eingesetzt 
wurden, unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit von Fusions- 
protein ein sich an ein Ras-Protein anschlieSender Signalweg in 
20 den Zellen nicht aktiviert werden kann, in Abwesenheit der Probe 
auf Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalwegs, 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschlieSenden Signalwegs in Abwesenheit der Probe und die Inak- 
25 tivitat des sich an ein Ras-Protein anschlieSenden Signalwegs in 
Anwesenheit der Probe die Anwesenheit eines Liganden fur die 
zweite Domane des Fusionsproteins und dement sprechend fur den 
Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezeptors in der Probe an- 
zeigt. 

30 

48. Screeningverf ahren nach unbekannten Liganden eines bestimm- 
ten nuklearen Rezeptors in einer Probe, dadurch gekennzeichnet, 
daS fiir das Screening ein Assayverf ahren nach einem der Anspru- 
che 44 bis 47 eingesetzt wird. 



35 
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>e r Kon z ent r a t i on 



eines Liganden fur den Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezep- 
tors in einer Probe , die diesen enthalt, gekennzeichnet durch 
die f olgenden Schritte : 
5 (a) Inkontaktbringen eines Aliquots der Probe mit Zellen nach 
einem der Anspriiche 23 bis 35 unter Bedingungen, bei denen in 
Abwesenheit des Fusionsproteins ein sich an ein Ras -Protein an- 
schlieEender Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden 
kann, wobei das in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine 
10 zweite Domane, die den genannten Rezeptorabschnitt umfafit, und 
eine dritte Domane, die in der Lage ist, den inaktiven, sich an 
ein Ras-Protein anschliefienden Signalweg in den Zellen zu akti- 
vieren, umfaSt, 

(b) quantitatives Nachweisen des AusmaSes der Aktivierung des 
15 sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweges auf direktem 

oder indirektem Weg, 

(c) Ermittlung der Konzentration des Liganden in der Probe durch 
Vergleich des ermittelten AktivierungsausmaSes mit entsprechen- 
den Werten, die fiir bekannte Standardkonzentrationen des Ligan- 

20 den ermittelt wurden. 

50. Assay nach Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet, dafi der 
quantitative Nachweis des AusmaSes der Aktivierung des sich an 
ein Ras-Protein anschlieSenden Signalweges in Schritt (b) indi- 

25 rekt erfolgt, indem die in den Zellen vorliegende Menge eines 
Transkriptions- oder Translationsprodukts eines Reportergens , 
dessen Expression nur aufgrund der infolge der Aktivierung des 
sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweges erf olgenden 
Aktivierung eines spezifischen Transkriptionsf aktors erfolgt, zu 

30 einem bestimmten Zeitpunkt oder die Expressionsrate dieses Re- 
portergens bezogen auf das Transkriptions- oder Translationspro- 
dukt unter den genannten Bedingungen bestimmt wird, und in 
Schritt (c) die Ermittlung der Konzentration des Liganden in der 
Probe durch Vergleich der ermittelten Werte mit entsprechenden 

35 Wert en, die fur bekannte Standardkonzentrationen des Liganden 
ermittelt wurden, erfolgt . 
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51. Assay nach Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet , dafi in 
Schritt (a) Zellen, bei denen der inaktive, sich an ein Ras- 
Protein anschliefiende Signalweg ein Signalweg ist, der auf den 

5 Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung fur die Zellvermeh- 
rung essenziell ist, eingesetzt werden und der quantitative 
Nachweis des Ausmafies der Aktivierung des sich an ein Ras- 
Protein anschliefienden Signalweges in Schritt (b) indirekt er- 
folgt, indem die Vermehrung der Zellen zu einem festgelegten 
10 Zeitpunkt oder die Vermehrungsrate der Zellen unter den genann- 
ten Bedingungen bestimmt wird, und in Schritt (c) die Ermittlung 
der Konzentration des Liganden in der Probe durch Vergleich der 
ermittelten Werte mit entsprechenden Werten, die fur bekannte 
Standardkonzentrationen des Liganden ermittelt wurden, erf olgt . 

15 

52. in vivo-Assay zum Nachweis, ob eine Verbindung in der Lage 
ist, eine Bindungsaktivitat eines Rezeptorabschnitts eines nu- 
klearen Rezeptors gegeniiber einem Liganden zu verandern, gekenn- 
zeichnet durch die f olgenden Schritte : 

20 (a) Inkontaktbringen des Liganden in Anwesenheit der Verbindung 
mit Zellen nach einem der Anspriiche 2 3 bis 3 5 unter Bedingungen, 
bei denen die Verbindung in die Zellen diffundieren kann oder 
sie von den Zellen produziert wird und bei denen in Abwesenheit 
von Fusionsprotein ein sich an ein Ras- Protein anschliefiender 

25 Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das 
in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die 
den genannten Rezeptorabschnitt umfafit, und eine dritte Domane, 
die nur bei Bindung von Ligand oder, alternativ, nur bei fehlen- 
der Bindung von Ligand an die zweite Domane in der Lage ist, den 

30 inaktiven, sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweg in 
den Zellen zu aktivieren, umfafit, 

(b) Untersuchen, ob und gegebenenf alls in welchem Ausmafi eine 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalwe- 
ges erf olgt ist, 
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>n Schritt (b) 



mit einem Untersuchungsergebnis, das bei Ausfuhren des Assay in 
Abwesenheit der Verbindung erhalten wird. 

5 53. Assay nach Anspmch 52, dadurch gekennzeichnet , daS Schritt 
(b) umfafit, die Aktivierung des sich an ein Ras- Protein an- 
schliefienden Signalweges iiber eine gegebenenf alls erfolgende Ex- 
pression eines Reportergens, die nur aufgrund der infolge der 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalwe- 

10 ges erfolgenden Aktivierung eines spezifischen Transkriptions- 
faktors erfolgt, nachzuweisen und der gegebenenf alls erfolgende 
quantitative Nachweis des Ausmafies der Aktivierung des sich an 
ein Ras-Protein anschliefienden Signalweges umfafit, die in den 
Zellen vorliegende Menge an Transkriptions- oder Translations- 

15 produkt des Reportergens zu einem bestimmten Zeitpunkt oder die 
Expressionsrate dieses Reportergens bezogen auf das Transkripti- 
ons- oder Translationsprodukt unter den genannten Bedingungen zu 
bestimmen, wobei in dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) 
ergibt, dafi in Anwesenheit der Verbindung eine starkere Expres- 

20 sion des Reportergens auftritt, eine Agonistenwirkung der Ver- 
bindung und in dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) er- 
gibt, dafi in Anwesenheit der Verbindung eine geringere Expressi- 
on des Reportergens auftritt, eine Ant agonistenwirkung der Ver- 
bindung angezeigt wird. 

25 

54. Assay nach Anspruch 53, dadurch gekennzeichnet, dafi er unter 
Bedingungen durchgefiihrt wird, bei denen keine Vermehrung der 
Zellen auftritt. 

30 55. Assay nach Anspruch 52, wobei in Schritt (a) Zellen, bei de- 
nen der inaktive, sich an ein Ras-Protein anschliefiende Signal- 
weg ein Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und des- 
sen Aktivierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, einge- 
setzt werden und Schritt (b) umfafit, zu untersuchen, ob und ge- 

35 gebenenfalls in welchem Ausmafi die Zellen unter den genannten 
Bedingungen vermehrungsf ahig sind, wobei in dem Falle, wo der 
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(c) ergibt, daS in Anw< 




.eit der Verbin- 



dung eine starkere Zellvermehrung auftritt, eine Agonist enwir- 
kung der Verbindung und in dem Falle, wo der Vergleich in 
Schritt (c) ergibt, dafi in Anwesenheit der Verbindung eine ge- 
5 ringere Zellvermehrung auftritt, eine Antagonistenwirkung der 
Verbindung angezeigt wird. 

56. in vivo-Assay zum Nachweis, ob ein Polypeptid Oder Protein 
eine Ligandenbindungsf unktion eines nuklearen Rezeptors auf- 

10 weist, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen von Zellen nach einem der Ansprxiche 2 3 bis 
3 5 mit dem Liganden unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit 
des Fusionsproteins ein sich an ein Ras- Protein anschliefiender 
Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das 

15 in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die 
das zu untersuchende Polypeptid Oder Protein umfafit, und eine 
dritte Domane, die bei Bindung von Ligand an die zweite Domane 
in der Lage ist, den inaktiven, sich an ein Ras -Protein an- 
schliefienden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, umfafit, 

20 (b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des sich an ein Ras -Protein 
anschliefienden Signalweges erfolgt ist, 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschliefienden Signalweges anzeigt, dafi die zweite Domane des 
Fusionsproteins und dementsprechend das zu untersuchende Poly- 
25 peptid oder Protein eine Ligandenbindungsf unktion eines nuklea- 
ren Rezeptors auf weist . 

57. Assayverf ahren nach Anspruch 56, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane 

30 umfafit, die einen von einem natiirlich vorkommenden Rezeptorab- 
schnitt durch Mutation abgeleiteten Rezeptorabschnitt enthalt. 

58. Assay nach Anspruch 56 oder 57, wobei Schritt (b) umfafit, 
die Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden 

35 Signalweges liber die gegebenenf alls erfolgende Expression eines 
Reportergens , die nur aufgrund der infolge der Aktivierung des 
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sich an ein Ras-P^J^in anschlieSenden Signai^^jes erf olgenden 
Aktivierung eines spezifischen Transkriptionsf aktors erfolgt, 
nachzuweisen, wobei der Nachweis der Expression des Reportergens 
das Vorliegen einer Ligandenbindungsf unktion der zweiten Domane 
5 des Fusionsproteins und dementsprechend des zu untersuchenden 
Polypeptids Oder Proteins anzeigt. 



59. Assay nach Anspruch 56 Oder 57, wobei in Schritt (a) Zellen, 
bei denen der inaktive, sich an ein Ras-Protein anschliefiende 

10 Signalweg ein Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und 
dessen Aktivierung fiir die Zellvermehrung essenziell ist, einge- 
setzt werden und Schritt (b) umfafit, zu untersuchen, ob die Zel- 
len unter den genannten Bedingungen vermehrungsf ahig sind, wobei 
ein Nachweis der Vermehrungsf ahigke it der Zellen das Vorliegen 

15 einer Ligandenbindungsf unktion der zweiten Domane des Fusions - 
proteins und dementsprechend des zu untersuchenden Polypeptids 
oder Proteins anzeigt, 

60. in vivo-Assay zum Nachweis, ob ein Polypeptid oder Protein 
20 eine Ligandenbindungsf unktion eines nuklearen Rezeptors auf- 

weist, gekennzeichnet durch die f olgenden Schritte : 

(a) Inkontaktbringen von Zellen nach einem der Anspriiche 23 bis 
35 mit dem Liganden unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit 
des Fusionsproteins ein sich an ein Ras-Protein anschlieSender 

25 Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das 
in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die 
das zu untersuchende Polypeptid oder Protein umfafit, und eine 
dritte Domane, die nur bei fehlender Bindung von Ligand an die 
zweite Domane in der Lage ist, den inaktiven, sich an ein Ras- 

30 Protein anschlieSenden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, 
umfafit, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschlieSenden Signalweges erfolgt ist, 

(c) Untersuchen von Zellen, wie sie in Schritt (a) eingesetzt 

35 wurden, unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit des Fusions- 
proteins ein sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg in 
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viert werden kann, in 




enheit von Li- 



gand auf Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalwegs, 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
5 anschlieSenden Signalwegs in Abwesenheit des Liganden und die 
Inaktivitat des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal- 
wegs in Anwesenheit des Liganden anzeigt, daS die zweite Domane 
des Fusionsproteins und dement sprechend das zu untersuchende Po- 
lypeptid oder Protein eine Ligandenbindungsfunktion eines nukle- 
10 aren Rezeptors auf weist . 

61. Kit zur Verwendung in einem Assay oder Screeningverf ahren 
nach einem der Anspriiche 36 bis 55, dadurch gekennzeichnet , dafS 
er Zellen nach Anspruch 23 umf afit . 

15 

62 . Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspriiche 
3 6 bis 55, dadurch gekennzeichnet, dafi er folgende Bestandteile 
umf aEt : 

a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
20 sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg nicht aktiviert 

werden kann, 

b) einen oder mehrere Transformations- oder Transf ektionsvekto- 
ren, die mindestens eine DNA-Sequenz enthalten, die ein Fusions- 
protein nach Anspruch 1 kodiert, wobei das Fusionsprotein eine 

25 dritte Domane umfafit, die in der Lage ist, bei fehlender Bindung 
oder, alternativ, bei Bindung von Ligand an die zweite Domane 
den inaktiven oder inaktivierbaren, sich an ein Ras-Protein an- 
schlieSenden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, 

c) gegebenenf alls Reagenzien zur Transformation oder Transf ek- 
30 tion der Zellen mit dem Transformations- oder Transf ektionsvek- 

tor , 

d) gegebenenf alls Reagenzien zur Detektion der phanotypischen 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal- 
transduktionsweges in diesen Zellen. 



35 
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63. Kit zur Verw^^ing in einem Assay nach ^^^m der Anspruche 
3 6 bis 55, dadurch gekennzeichnet , dafi er folgende Bestandteile 
umf afit : 

a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
5 sich an ein Ras- Protein anschliefiender Signalweg nicht aktiviert 

we r den kann, 

b) einen Transformations- oder Transf ektionsvektor , 
der in geeigneter Anordnung 

eine DNA-Sequenz, die eine erste Domane eines Fusions - 
10 proteins, wie in Anspruch 1 definiert, kodiert, 

eine DNA-Sequenz, die eine dritte Domane eines Fusions- 
proteins, wie in Anspruch 1 definiert und die in der 
Lage ist, bei fehlender Bindung oder, alternativ, bei 
Bindung von Ligand an die zweite Domane den inaktiven 
15 oder inaktivierbaren, sich an ein Ras-Protein anschlie- 

Senden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, kodiert, 
und 

eine geeignet angeordnete Insertionsstelle zur funktio- 
nalen Insertion einer DNA-Sequenz, die eine zweite Do- 
20 mane , wie in Anspruch 1 definiert , kodiert , 

aufweist, wobei nach Insertion einer DNA-Sequenz fur die zweite 
Domane der Vektor ein vollstandiges Gen fur ein Fusionsprotein 
nach Anspruch 1 umfaSt, 

c) gegebenenf alls Reagenzien zur Transformation oder Transf ek- 
25 tion der Zellen mit dem Transformations- oder Transf ektionsvek- 
tor , 

gegebenenf alls Reagenzien zur Detektion der phanotypischen 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal- 
transduktionsweges in diesen Zellen. 

30 

64 . Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspruche 
56 bis 60, dadurch gekennzeichnet, daS er Zellen nach Anspruch 
23 umfaSt, wobei das darin enthaltene Fusionsprotein eine zweite 
Domane, umfassend ein Polypeptid oder Protein, bei dem eine Li- 

35 gandenbindungsfunktion eines nuklearen Rezeptors vermutet wird, 
umf afit . 
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65. Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspriiche 
56 bis 60, dadurch gekennzeichnet , dafi er folgende Bestandteile 
umf afit : 

5 a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg nicht aktiviert 
werden kann, 

b) einen oder mehrere Transformations- oder Transf ektionsvekto- 
ren, die mindestens eine DNA-Sequenz umfassen, die ein Fusions- 

10 protein nach Anspruch 1, dessen zweite Domane ein Polypeptid 

oder Protein umfafit, bei dem eine Ligandenbindungsf unktion eines 
nuklearen Rezeptors vermutet wird, und dessen dritte Domane in 
der Lage ist, bei fehlender Bindung oder, alternativ, bei Bin- 
dung von Ligand an die zweite Domane den inaktiven oder inakti- 

15 vierbaren, sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweg in 
den Zellen zu aktivieren, kodiert, 

c) gegebenenf alls Reagenzien zur Transformation oder Transfek- 
tion der Zellen mit dem Transformations- oder Transf ektionsvek- 
tor , 

20 d) gegebenenf alls Reagenzien zur Detektion der phanotypischen 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal - 
transduktionsweges in diesen Zellen. 

66. Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspriiche 
25 56 bis 60, dadurch gekennzeichnet, daS er folgende Bestandteile 



sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg nicht aktiviert 
werden kann, 

30 b) einen Transformations- oder Transf ektionsvektor, 
der in geeigneter Anordnung 



umf afit : 



a) 



Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 



35 



eine DNA-Sequenz, die eine erste Domane eines Fusions- 
proteins, wie in Anspruch 1 definiert, kodiert, und 
eine DNA-Sequenz, die eine dritte Domane eines Fusions- 
proteins, wie in Anspruch 1 definiert und die in der 
Lage ist, bei fehlender Bindung oder, alternativ, bei 
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Bindung^^i Ligand an die zweite D^^ie den inaktiven 
oder inaktivierbaren, sich an ein Ras-Protein anschlie- 
fienden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, kodiert, 





und 



5 



eine geeignet angeordnete Insertionsstelle zur funktio- 
nalen Insertion einer DNA-Sequenz, die eine zweite Do- 
mane, umfassend ein Polypeptid oder Protein, bei dem 



eine Ligandenbindungsf unktion eines nuklearen Rezeptors 
vermutet wird, umfafit, kodiert, 



10 aufweist, wobei nach Insertion einer DNA-Sequenz fur die zweite 
Domane der Vektor ein vollstandiges Gen fur ein Fusionsprotein 
nach Anspruch 1 umf aSt , bei dem die zweite Domane ein Polypeptid 
oder Protein umf a£t , bei dem eine Ligandenbindungsf unktion eines 
nuklearen Rezeptors vermutet wird, 

15 c) gegebenenf alls Reagenzien zur Transformation oder Transf ek- 
tion der Zellen mit dem Transformations- oder Transf ektionsvek- 
tor, 

d) gegebenenf alls Reagenzien zur Detektion der phanotypischen 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal- 
20 transduktionsweges in diesen Zellen . 

67. Kit nach einem der Anspriiche 61 bis 66, in welchem die Zel- 
len zusatzlich ein Konstrukt enthalten, umfassend eine Bindungs- 
stelle fur einen Transkriptionsf aktor , dessen Aktivierung infol- 

25 ge einer Aktivierung eines speziellen ras-Signalwegs , dessen Ak- 
tivierung durch den Assay nachgewiesen werden soli, erfolgt, ei- 
nen Minimalpromotor und ein damit funktional verkniipftes Repor- 
tergen, wobei der Minimalpromotor infolge einer Bindung des ak- 
tivierten Transkriptionsf aktors an seine Bindungsstelle akti- 

30 viert wird. 

68. Kit nach einem der Anspriiche 61 bis 66, dadurch gekennzeich- 
net, daS er zusatzlich einen Transformations- oder Transf ekti- 
onsvektor mit einem Konstrukt, umfassend eine Bindungsstelle fur 

35 einen Transkriptionsf aktor , dessen Aktivierung infolge einer Ak- 
tivierung eines speziellen ras-Signalwegs, dessen Aktivierung 
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durch den 



Assay m 




r ewiesen werden soil, er 




einen Mini- 



malpromotor und ein damit funktional verkntipftes Reportergen, 
wobei der Minimalpromotor infolge einer Bindung des aktivierten 
Transkriptionsf aktors an seine Bindungsstelle aktiviert wird, 
5 enthalt. 

69. Kit nach einem der Anspriiche 61 bis 66, dadurch gekennzeich- 
net, dafi er zusatzlich einen Transformations- oder Transfekti- 
onsvektor mit einem Konstrukt, utnfassend eine Bindungsstelle fur 

10 einen Transkriptionsf aktor, dessen Aktivierung infolge einer Ak- 
tivierung eines speziellen ras-Signalwegs, dessen Aktivierung 
durch den Assay nachgewiesen werden soil, erfolgt, einen Mini- 
malpromotor und eine fur eine durch den Minimalpromotor gesteu- 
erte Expression geeignet angeordnete Insertionsstelle fur eine 

15 Insertion eines Gens fur ein Reporterprotein, wobei der Minimal- 
promotor infolge einer Bindung des aktivierten Transkriptions- 
f aktors an seine Bindungsstelle aktiviert wird, enthalt. 

70. Kit nach einem der Anspriiche 61 bis 69, welcher die Zellen 
20 immobilisiert auf einem festen Trager, insbesondere auf Mikroti- 

terplatten oder Biochips, enthalt. 

71. Verfahren zur Identif izierung von Polypeptiden oder Pro- 
teinen, insbesondere Rezeptoren, die eine Ligandenbindungsf unk- 

25 tion eines Rezeptors aufweisen, welches umf afit : 



35 



30 



eine Zelle nach Anspruch 1 mit einem Fusionsprotein, das die 
in Anspruch 1 beschriebenen Merkmale aufweist und die Ge- 
samtheit eines derartigen Polypeptids oder Proteins oder ei- 
nen Teil eines derartigen Polypeptids oder Proteins, der 
mutmafilich die fur die Ligandenbindungsf unkt ion essentiellen 
Sequenzabschnitte enthalt, umf afit, herzustellen und 
mittels dieser Zelle ein In vivo-Assayverf ahren zum Nach- 
weis, ob ein Polypeptid oder Protein eine Ligandenbindungs- 
f unkt ion eines Rezeptors aufweist, nach einem der Anspriiche 
56 bis 60 auszufxihren. 
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72. Verfahren zur Identif izierung eines Liganden fur einen Bin- 
dungsabschnitt eines Rezeptors, einer Verbindung, die in der La- 
ge ist, eine Bindungsaktivitat eines Ligandenbindungsabschnitts 
5 eines Rezeptors gegeniiber einera Liganden zu verandern, oder ei- 
nes Polypeptids oder Proteins, das eine Ligandenbindungsf unlet ion 
eines Rezeptors aufweist, wobei ein mutmafilicher Ligand, eine 
mutmafiliche Modif izierungsverbindung oder ein Polypeptid oder 
Protein mit mutmafilicher Ligandenbindungsf unkt ion, der, die bzw. 

10 das durch ein- oder mehrfache Derivatisierung ausgehend von ei- 
nem mittels der Assay-, Screening- oder Identif izierungsverfah- 
ren nach einem der Anspruche 3 6 bis 48, 52 bis 6 0 und 71 identi- 
fizierten Liganden, Modif izierungsverbindung, Polypeptid oder 
Protein erhalten worden ist, einem der Assay-, Screening- oder 

15 Identif izierungsverf ahren nach einem der Anspruche 36 bis 48, 52 
bis 6 0 und 71 unterworfen wird. 
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(54) Title: METHOD FOR THE CELLULAR HIGH-THROUGHPUT-DETECTION OF NUCLEAR RECEPTOR LIGAND INTERAC- 
TIONS 



(54) Bezeichnung: METHODE ZUR ZELLULAREN HIGH-THROUGHPUT-DETEKTION VON NUKLEAREN REZEP- 
TOR-LIGANDEN-INTERAKTIONEN 



(57) Abstract 

The invention relates to fusion proteins com- 
prising at least three domains, whereby the first do- 
main mediates a membrane localisation of the fusion 
protein in a cellular context and the second domain is 
or might be provided with a ligand binding function 
of a nuclear receptor and a third domain can acti- 
vate a signal path in a cell, whereby the signal path 
connects to a RAS protein. The invention is charac- 
terised in that a third domain cannot activate a RAS 
protein-connected signal path of a cell in spite of 
membrane localisation when the binding is missing 
or when the ligand is bonded to the second domain. 
The invention also relates to cells which comprise 
fusion proteins of that kind, to assay tests using said 
cells which can detect specific interactions between 
ligand binding sections of nuclear receptors and Ug- 
anda. The invention further relates to kits for using 
said assays. 

(57) Zusammenfassung 



ACTIVATION OF THE RAS- OR RAS- LIKE SIGNAL TRANSDUCTION PATH DEPENDING UPON THE INTERACTION BETWEEN 
NUCLEAR RECEPTOR AND THE LIGAND THEREOF 

Aktivierung das ras- oder eines ras-ehnlichen Signattransduktionsweges 
In Abhfinglgkett von der tnteraktlon zwlschen Nuklearem Ftezeptor und 
seinem Uganden 



CELL MEMBRANE 



CELL MEMBRANE 





«0 Ligand 



In AtmwMntak d*s UpttVten 1st d* 

StQnait ransdufcl lonsw*fl <n*M tv 

WHEN THE LIGAND IS ABSENT THE 

RAS- OR RAS- LIKE SIGNAL 
TRANSDUCTION PATH IS INACTIVE 

A...MULTIPROTEINE COMPLEX 



9graferanadukii9n*w*g afcllv 

WHEN THE LIGAND IS ABSENT THE 

RAS- OR RAS- LIKE SIGNAL 
TRANSDUCTION PATH IS ACTIVE 



Die Erfindung betrifft Fusionsproteine, umfassend mindestens drei Domanen, wobei eine erste Domane eine Membranlokalisierung des 
Fusionsproteins in einem zellularen Kontext vermittelt und eine zweite Domane eine Ligandenbindungsfunktion eines nuklearen Rezeptors 
aufweist oder mutmasslich aufweist, eine dritte Domane eine Aktivitat aufweist t die in der Lage ist, einen sich an ein Ras-Protein 
anschliessenden Signalweg in einer Zelle zu aktivieren, dadurch gekennzeichnet, dass bei fehlender Bindung oder, alternativ, bei Bindung von 
Ligand an die zweite Domane die dritte Domane ihre Aktivitat zur Aktivierung eines sich an ein Ras-Protein anschliessenden Signalwegs in 
einer Zelle trotz Membranlokalisierung nicht ausiiben kann. Sie umfasst daruber hinaus u.a. Zellen, die derartige Fusionsproteine umfassen, 
Assayverfahren unter Einsatz derartiger Zellen, die u.a. dazu dienen, spezifische Interaktionen zwischen Ligandenbindungsabschnitten 
nuklearer Rezeptoren und Liganden zu detektieren, sowie Kits zur Verwendung in diesen Assays. 
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Methode zur zellularen High -Throughput -Detekt ion von 
nuklearen Rezeptor -Liaanden- Interakt ionen 

Die Erfindung bezieht sich auf das Gebiet der Molekularbio- 
logie. Sie betrifft insbesondere Assayverf ahren, die dazu die- 
nen, spezifische Interakt ionen zwischen einem Ligand und einem 
nuklearen Rezeptor zu detektieren, und zielt u.a. darauf ab, 
neuartige, funktionelle Liganden fur nukleare Rezeptoren zu fin- 
den wie auch eine Ligandenbindungsf unktion, die fur nukleare Re- 
zeptoren charakteristisch ist, bei Polypeptiden oder Proteinen, 
bei denen eine solche Funktion vermutet wird, gegebenenf alls 
nachzuweisen. In diesem Zusammenhang betrifft die Erfindung auch 
Fusionsproteine, Nukleinsauren, die diese Fusionsproteine kodie- 
ren, Vektoren, die diese Nukleinsauren enthalten, Zellen, die 
diese Fusionsproteine enthalten, Kits, die samtlich fur die er- 
f indungsgemafien Assayverf ahren oder in Zusammenhang mit diesen 
eingesetzt werden konnen, sowie Liganden fur einen Bindungsab- 
schnitt eines Rezeptors, Verbindungen, die in der Lage sind, 
eine Bindungsaktivitat eines Ligandenbindungsabschnitts eines 
Rezeptors gegeniiber einem Liganden zu verandern, und Polypeptide 
oder Proteine, die eine Ligandenbindungsf unktion eines Rezeptors 
aufweisen, die samtlich mittels der erf indungsgemaSen Verfahren, 
und insbesondere der erf indungsgemaiSen Assayverf ahren erhalten 
bzw. identif iziert werden konnen. 

Die Familie der nuklearen Rezeptoren unterscheidet sich von 
anderen Rezeptorf amilien (z.B. der 7-Transmembranrezeptorf amilie 
oder der Tyrosinkinaserezeptorf amilie ) durch die Tatsache, daS 
sie weder eine Transmembrandomane noch ein sonstwie geartetes 
Membranlokalisierungs- oder -verankerungssignal besitzen. Ohne 
einen gebundenen Liganden liegen sie in inaktiver Form entweder 
im Zytoplasma und/oder im Zellkern vor. Gemeinsam ist alien Mit- 
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gliedern dieser Rezeptorf amilie , dafi sie bei der Bindung ihres 
Liganden eine Konf orma t i ons ande rung durchlaufen und dadurch in 
eine sogenannte "aktive" bzw. anders effective Form iibergehen. 
Zur Familie der nuklearen Rezeptoren gehoren u.a. die Ste- 
roid-Rezeptoren (Evans, Science, 240:889-95, 1988), die Or- 
phan-Rezeptoren (Bargmann, Cell, 90: 585-587, 1997), der Vitamin 
D-Rezeptor, der Thyroxin-, Rezeptor, der Dioxin-Rezeptor , die 
Retinsaure-Rezeptoren und viele andere Rezeptoren (Kastner et 
al . , Cell, 83: 859-869, 1995). Nukleare Rezeptoren spielen eine 
wichtige Rolle bei einer Vielzahl ganz unterschiedlicher biolo- 
gischer Prozesse, wie z.B. bei der Entwicklung von Organismen, 
der Zelldif f erenzierung, der Zellteilung, der Genregulation und 
vor allem auch bei der Entstehung von Krebs (Seed, Nature Me- 
dicine, 4: 1004-1005, 1998). 

Viele medizinische Therapien nutzen die Moglichkeit, mit 
Hilfe bestimmter Pharmazeutika in Prozesse einzugreif en, die von 
nuklearen Rezeptoren gesteuert werden. Die dabei verwendeten 
Pharmazeutika wirken als Agonisten Oder Antagonisten eines fur 
einen bestimmten nuklearen Rezeptor spezif ischen, in der Natur 
vorkommenden Liganden . 

Aus diesen und anderen Grunden besteht gro£es Interesse 
daran, Rezeptor-Liganden- Interaktionen auf molekularer Ebene de- 
tektieren und studieren zu konnen. 

Es existieren bereits mehrere Verfahren zur Detektion von 
nuklearer Rezeptor-Liganden- Interaktionen. Die meisten dieser 
Verfahren nutzen zur Detektion einer solchen Interaktion die 
Tatsache, da£ der mit dem Liganden komplexierte Rezeptor in der 
Lage ist, spezif isch an DNA zu binden und in Zellen ein soge- 
nanntes Reportergen zu aktivieren oder zu inaktivieren (US-Pa- 
tente 4,981,784 und 5,643,720) . Der Nachteil solcher Verfahren 
beruht u.a. auf dem z.T. aufwendigen Nachweis der Reportergenak- 
tivitat oder dem Aufwand beim Umgang mit den verwendeten Verte- 
bratenzellen. 
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In einem anderen Ansatz wird die Rezeptor-Liganden- Inter- 
aktion ex vivo detektiert, also aufierhalb eines lebenden Sy- 
stems, wobei entweder der Rezeptor oder der Ligand auf eine Ma- 
trix aufgebracht und mit einer Losung, die den Liganden oder Re- 
zeptor enthalt, umspiilt wird. Auch hier ist der Auf wand zur Ge- 
winnung und Aufbringung jedes einzelnen Rezeptors oder Liganden 
auf die entsprechende Matrixoberf lache iiberaus hoch. Zudem er- 
gibt sich hierbei ein Problem bei der Ubertragung der gewonnenen 
Resultate auf die Verhaltnisse in der Zelle, da die zellularen 
Bedingungen von den ex vi vo-Bedingungen erheblich abweichen kon- 
nen. Ein weiteres gravierendes Problem besteht vor allem in der 
fehlenden Zugrif fsmoglichkeit auf die genetische Information der 
in Screens oder High- Throughput -Assays detektierten, neuen Re- 
zeptorvarianten . 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht darin, 
alternative Assays, die dazu geeignet sind, spezifische Interak- 
tionen zwischen einem Ligand und einem nuklearen Rezeptor in vi- 
vo zu detektieren, bereitzustellen, die u.a. die Vorteile bie- 
ten, Liganden-Rezeptor-Wechselwirkungen schneller als im Stand 
der Technik moglich detektieren zu konnen und auch mittels ein- 
facher handzuhabender Zellen, wie prokaryotischen Zellen oder 
Hefezellen, ausgefiihrt werden zu konnen. Dariiber hinaus besteht 
aufgrund der Assaygestaltung stets eine unmittelbare Zugrif fs- 
moglichkeit auf die einer Rezeptorvariante zugrundeliegende ge- 
netische Information . 

Weitere Aufgaben der Erfindung bestehen darin, Fusionspro- 
teine, Nukleinsauren, Vektoren, Zellen und Kits, die samtlich 
fur die erf indungsgemafien Assayverf ahren oder in Zusammenhang 
mit diesen eingesetzt werden konnen, sowie Liganden fur einen 
Bindungsabschnitt eines Rezeptors, Verbindungen, die in der Lage 
sind, eine Bindungsaktivitat eines Ligandenbindungsabschnitts 
eines Rezeptors gegenuber einem Liganden zu verandern, und 
Polypeptide oder Proteine, die eine Ligandenbindungsf unktion 
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eines Rezeptors aufweisen, die samtlich mittels der 
erfindungsgemaEen Verfahren, und insbesondere der 
erf indungsgemafcen Assayverf ahren erhalten bzw. identif iziert 
werden konnen, bereitzustellen . 

Die der Erfindung zugrundeliegenden Aufgaben werden durch 
die in den Anspriichen u.a. definierten Verfahren, insbesondere 
Assay-Verf ahren, Fusionsproteine, Nukleinsauren, Vektoren, Zel- 
len, Kits, Liganden, Verbindungen, Polypeptide und Proteine er- 



Die vorliegende Erfindung beruht auf den folgenden Er- 
kenntnissen : 

1. Die Aktivitat eines Proteins, das in der Lage ist, einen 
sich an ein Ras- Protein anschliefienden Signalweg in einer Zelle 
zu aktivieren, kann durch die Fusion an einen nuklearen Rezep- 
tor und/oder Teile von solchen in Abhangigkeit von der Ligan- 
denbindung an den Rezeptor oder Rezeptoranteil gesteuert wer- 
den . 

2. Zur Aktivierung verschiedener ras-Signaltransduktionswege 
ist die Membranlokalisierung bestimmter Komponenten der Signal - 
wege notwendig (Schlessinger , TIBS, 18: 273-275, 1993). Befin- 
den sich diese Komponenten in Fusion mit einem nuklearen Rezep- 
tor und/oder mit Teilen von solchen, wie unter 1. erlautert, so 
kann bei zusatzlicher Anfiigung einer weiteren Domane, die eine 
Membranlokalisierung des Fusionsprodukts vermittelt, in einer 
Zelle ein System geschaffen werden, bei dem die Aktivitat der 
Komponente zur Aktivierung des ras-Signaltransduktionsweges ge- 
zielt am Wirkort, d.h. an der Membran, nur in Gegenwart oder, 
alternativ, nur in Abwesenheit eines Liganden fur den nuklearen 
Rezeptor wirksam werden kann. 

3. Im Stand der Technik sind Zellen bekannt, in denen ein 
ras-Signaltransduktionsweg auf Ebene des dafur spezifischen 
Ras-Proteins oder eines fur das Ras-Protein spezifischen Gua- 
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ninnukleotid-Austauschf aktors zumindest unter bestimmten Bedin- 
gungen inaktiviert werden kann. Fuhrt man in eine solche Zelle 
das vorstehend unter 2. erlauterte Fusionsprotein, das eine 
ras-Aktivitat aufweist, die den genannten r as - S ignal t ransduk - 
tionsweg aktivieren kann, ein, so erhalt man eine Zelle, bei 
der der zumindest unter bestimmten Bedingungen inaktive zellei- 
gene ras-Signaltransduktionsweg durch die Aktivitat der ent- 
sprechend aktiven Komponente des Fusionsproteins aktiviert wer- 
den kann - allerdings nur in Gegenwart oder, alternativ, in Ab- 
wesenheit eines Liganden fur den nuklearen Rezeptorabschnitt . 

Man erhalt auf diese Weise eine Zelle, in der der oder ein 
bestimmter ras-Signaltransduktionsweg nur in Abhangigkeit von 
einer Ligandenbindung, d.h. bei erfolgter Ligandenbindung oder, 
alternativ, bei fehlender Ligandenbindung, an den nuklearen Re- 
zeptorabschnitt des vorstehend erlauterten Fusionsproteins ak- 
tiviert werden kann. Diese Zelle ermoglicht die Etablierung ei- 
nes In vivo-Assayver-f ahrens , welches anhand des Nachweises ei- 
ner gegebenenf alls erfolgten Aktivierung des speziellen ras- 
Signaltransduktionswe-ges, ggf . indirekt liber an oder in der 
Zelle nachweisbare spezifische Auswirkungen, wie Zellwachstum, 
die Detektion von Interaktionen zwischen einem nuklearen Rezep- 
tor und einem dafur spezifischen Liganden ermoglicht. 

Zum klareren Verstandnis der Lehre dieser Unterlagen sei 
angefiigt, dafi im vorliegenden Zusammenhang unter dem Begriff 
"Ligand" nur solche Bindungspartner fur Rezeptoren und insbe- 
sondere nukleare Rezeptoren verstanden werden sollen, die bei 
einer Bindung an den Ligandenbindungs- oder Rezeptorabschnitt 
eines solchen Rezeptors eine Konf ormationsanderung hervorrufen, 
die die dritte Domane in die Lage versetzt oder, alternativ, 
daran hindert , ihre Aktivitat zur Aktivierung eines sich an ein 
Ras-Protein anschlieEenden Signalwegs in einer Zelle auszuuben. 
Bei Abdissoziierung des Liganden von dem Ligandenbindungs- oder 
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Rezeptorabschnitt, d.h. bei fehlender Ligandenbindung, ist die 
dritte Domane bei der vorstehend erstgenannten Variante dement - 
sprechend nicht in der Lage, ihre Aktivitat zur Aktivierung ei- 
nes sich an ein Ras-Protein anschlie£enden Signalwegs in einer 
Zelle auszutiben. Bei der zweiten Variante liegt allein in die- 
sem Falle bei der dritten Domane die Fahigkeit vor, den sich an 
ein Ras-Protein anschliefcenden Signalweg in einer Zelle zu ak- 
tivieren. Dies karm insbesondere Konf ormationsanderungen umfas- 
sen, wie sie in vivo bei der Bindung eines naturlichen Liganden 
erfolgen. Im Falle nuklearer Rezeptoren, wie sie bereits im 
Vorangegangenen erlautert wurden, bewirkt die Konf ormationsan- 
derung bei Ligandenbindung, wie erwahnt, eine Aktivierung und 
zwar wahrscheinlich, wie aufgrund von tragfahigen Hinweisen 
vermutet wird, durch eine durch die Konf ormat ions anderung be- 
wirkte Abdissoziierung eines Multiproteinkomplexes , der bei 
fehlender Ligandenbindung in fester Assoziierung mit dem Rezep- 
tor vorliegt. 

Es werden jedoch auch Falle in Betracht gezogen, bei denen 
die Konf ormationsanderungen nicht oder nur teilweise den bei 
Bindung eines in vivo in der Zelle vorkommenden Liganden erfol- 
genden Konf ormationsanderungen entsprechen. 

Die Bedeutung des Begriffes „nuklearer Rezeptor" soil sich 
im vorliegenden Zusammenhang zudem zusatzlich auch auf z.B. vi- 
rale (einschlieElich retrovirale) , nicht -membranstandige Rezep- 
toren erstrecken, die ebenfalls die Eigenschaf ten aufweisen, 
ohne gebundenen Liganden in inaktiver Form vorzuliegen, jedoch 
bei Bindung ihres Liganden eine Konf ormationsanderung zu durch- 
laufen und dadurch in eine sogenannte „aktive w Form iiberzuge- 
hen. In Zusammenhang mit dieser Variante der Erfindung ist zu- 
dem essentiell, dafi bei Integration der Ligandenbindungsdomane 
eines solchen viralen Rezeptors in ein erf indungsgemafies Fusi- 
onsprotein und bei fehlender Bindung von Ligand die dritte Do- 
mane ihre Aktivitat zur Aktivierung eines sich an ein Ras- 
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Protein anschliefienden Signalwegs in einer Zelle trotz Membran- 
lokalisierung nicht ausiiben kann; d.h. , die Aktivitat der drit- 
ten Domane zur Aktivierung eines sich an ein Ras-Protein an- 
schlie£enden Signalwegs erfordert bei dieser Variante zwingend 
die Bindung eines Liganden an den von dem viralen Rezeptor 
stammenden Ligandenbindungsabschnitt . 

Alternativ ist auch im Falle viraler Rezeptoren die Mog- 
lichkeit vorgesehen, dafi solche Rezeptoren ohne gebundenen Li- 
ganden in inaktiver Form vorliegen, jedoch bei Bindung ihres 
Liganden eine Konformationsanderung durchlaufen und dadurch in 
eine sogenannte „aktive" Form ubergehen. In Zusammenhang der 
Erfindung kann bei dieser Variante die dritte Domane bei Inte- 
gration der Ligandenbindungsdomane eines entsprechenden viralen 
Rezeptors in ein erf indungsgemafies Fusionsprotein und bei Bin- 
dung von Ligand ihre Aktivitat zur Aktivierung eines sich an 
ein Ras-Protein anschliefienden Signalwegs in einer Zelle trotz 
Membranlokalisierung nicht ausiiben; diese Aktivitat erfordert 
die Abdissoziierung des Liganden, also eine Form des Fusions - 
proteins ohne gebundenen Liganden. 

Im Rahmen der Erfindung und insbesondere im Falle viraler 
Rezeptoren sind neben dem vorstehend erlauterten Mechanismus 
zur „ Aktivierung" der dritten Domane in Form einer Konformati- 
onsanderung, die zur Abdissoziierung eines Multiproteinkomple- 
xes fiihrt, somit auch andere Aktivierungsmechanismen denkbar, 
die jedoch stets eine durch die Ligandenbindung Oder, alterna- 
tiv, Abdissoziierung von Ligand bewirkte Konformationsanderung 
innerhalb des Fusionsproteins voraussetzen werden. 

Von den hier synonym verwendeten Begriffen " ras- Signal - 
weg" oder "sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg" 
werden auch die sogenannten ras-ahnlichen Signalwege mitumfa£t, 
die von diversen weiteren Mitgliedern der Ras-Familie gesteuert 
werden. Unter den Mitgliedern der Ras-Familie gibt es solche, 
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die trotz Ursprungs aus unterschiedlichen Organismen ein und 
denselben Signaltransduktionsweg in einer gewahlten Zielzelle 
aktivieren konnen. Ein Beispiel hierfiir ist das humane Ha-Ras 
(L61), das in der Lage ist, auch einen ras-Signalweg in Saccha- 
romyces cerevisiae zu aktivieren, der auf den Zellzyklus ein- 
wirkt und dessen Aktivierung fur eine Vermehrung der Hefezellen 
essenziell ist. Andere Mitglieder der Ras-Familie sind nur in 
der Lage, einen einzigen, fur sie spezifischen Signalweg zu ak- 
tivieren. 

Eine Reihe von Mitgliedern der Ras-Familie, wie das vor- 
stehend erwahnte Ha-Ras (L61) , aktiviert Signalwege, die auf 
den Zellzyklus einwirken und deren Aktivierung iiber die Akti- 
vierung spezieller Transkriptionsf aktoren fur die Zellvermeh- 
rung essenziell sind. Andere derartige Ras-Proteine aktivieren 
Signalwege, die spezifisch zur Aktivierung jeweils eines einer 
Vielzahl von Transkriptionsf aktoren, die fur andere Gene als 
jene des Zellzyklus spezifisch sind, fuhren. Im vorliegenden 
Kontext ist alien ras-Signalwegen gemeinsam, daS sie fur ihre 
Aktivierung ein an der Zellmembran vorliegendes aktives Ras- 
Protein erfordern, wobei das Ras- Protein gegebenenf alls fur 
seine Aktivitat die gleichzeitige Anwesenheit eines Guaninnu- 
kleotid-Austauschf aktors an der Zellmembran benotigt. 

Wird in diesen Unterlagen auf eine Inaktivierung eines 
ras-Signalwegs oder eines ras-ahnlichen Signalwegs Bezug genom- 
men, so wird darunter stets eine Inaktivierung auf Ebene des 
Ras-Proteins und/oder eines dafiir spezifischen Guaninnukleotid- 
Austauschf aktors verstanden. Die genannte Signalwegsinaktivie- 
rung tritt in einer Zelle im vorliegenden Zusammenhang bevor- 
zugt nur unter bestimmten Umweltbedingungen, wie Temperatur, 
auf, kann also durch gezielte Einstellung von Umweltbedingungen 
induziert und wieder aufgehoben werden. 

Wesentliche Voraussetzung der erf indungsgemafien Assaysyste- 
me ist, wie erlautert, die Expression eines Fusionsproteins mit 
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bestimmten Eigenschaf ten in einem geeigneten Zellsystem. Wie 
auch in den Figuren 1 und 3 schematisch darstellt, umfafit die- 
ses Fusionsprotein, das ebenfalls einen Teil der Erfindung dar- 
stellt, Domanen bzw. Abschnitte, die dem Fusionsprotein folgen- 
de drei Funktionen verleihen oder im Falle der im Folgenden ge- 
nannten zweiten Funktion verleihen sollen: 

1. Membranlokalisierung, z.B. durch ein Membranlokalisierungssi- 
gnal, eine Transmembrandomane und/oder irgend einen anderen 
Proteinanteil , der Membranlokalisierung vermittelt, 

2. Ligandenbindungs funktion eines nuklearen Rezeptors, z.B. 
durch das Vorsehen der Seguenz eines vollstandigen nuklearen 
Rezeptors und/oder von Teilen eines solchen, 

3. Fahigkeit zur Aktivierung eines ras- oder ras-ahnlichen Si- 
gnaltransduktionsweges . 

Weiteres wesentliches Merkmal ist, da£ bei fehlender Bindung 
oder, alternativ, bei Bindung von Ligand an die zweite Domane 
mit Ligandenbindungs funktion die dritte Domane ihre Aktivitat 
zur Aktivierung eines sich an ein Ras-Protein anschlie£enden 
Signalweges in einer Zelle trotz Lokalisierung an der Zellmem- 
bran nicht ausiiben kann. Diese Aktivitat erfordert in der vor- 
stehend erstgenannten Variante das Vorliegen eines an die zwei- 
te Domane gebundenen Liganden, in der letztgenannten Variante 
das Abdissoziieren von an die zweite Domane gebundenem Ligand. 

Aufgrund der vorstehend kurz erwahnten und nachfolgend na- 
her erlauterten Hinweise aus diversen Experimenten an nuklearen 
Rezeptoren wird angenommen, daS in einer bevorzugten Ausfiih- 
rungsform bei fehlender Bindung von Ligand an die zweite Domane 
die dritte Domane mit der Akt ivierungsf unktion durch einen sich 
an das Fusionsprotein anlagernden Multiproteinkomplex so kom- 
plexiert werden kann, da£ die letztere nicht in der Lage ist, 
ihre Aktivitat zur Aktivierung eines ras- oder ras-ahnlichen 
Signaltransduktionsweges in einer Zelle auszuiiben. Ein analoger 
Mechanismus ist als eine Moglichkeit auch bei der anderen Vari- 



WO 00/40717 




PCT/EP99/10461 



- 10 - 



ante denkbar, d.h. Komplexierung und damit Inaktivierung der 
dritten Domane allerdings bei Ligandenbindung, wobei in diesem 
Falle die Abdissoziierung des Liganden zu einer Abdissoziierung 
des Multiproteinkomplexes fuhrt und damit die dritte Domane in 
die Lage versetzt, ihre Aktivitat zur Aktivierung eines sich an 
ein Ras -Protein anschliefcenden Signalweges auszuiiben. 

Infolge diverser Experimente an nuklearen Rezeptoren wird 
angenommen, dafi diese in der Zelle ohne gebundenen Ligand als 
inaktiver Multiproteinkomplex vorliegen (Pratt, Endocr. Rev., 
18: 306-60, 1997), welcher aus sogenannten ''heat shock"-Pro- 
teinen (HSPs) bestehen kann, die in der Zelle exprimiert werden. 
Es wird angenommen, dafi die Anlagerung des Multiproteinkomplexes 
bei einem natiirlich vorkommenden nuklearen Rezeptor in der Nahe, 
ggf . unmittelbaren Nahe der Ligandenbindungsstelle oder ggf . 
auch in einem damit iiberlappenden Bereich erf olgt . Wenn mittels 
der erf indungsgemafcen Assays jedoch die Ligandenbindungsf unktion 
eines mutierten oder kunstlich erzeugten Ligandenbindungsab- 
schnitts uberpriift werden soil, kann es gegebenenf alls erf order- 
lich sein, zusatzlich einen oder mehrere Abschnitte nuklearer 
Rezeptoren vorzusehen, von denen bekannt ist oder beziiglich je- 
ner nachweisbar ist, dafi sie die Mult iproteinkomplexbindung ver- 
mitteln, die jedoch keine Ligandenbindungsf unktion mehr aufwei- 
sen. In diesem Falle kann die zweite Domane als chimare Sequenz 
von Aminosauresequenzen verschiedenen Ursprungs vorgesehen wer- 
den. Alternativ kann dieser zusatzliche Sequenzabschnitt aber 
auch als weitere, vierte Domane in geeigneter Anordnung inner- 
halb des Fusionsproteins vorgesehen werden. 

Das zusatzliche Vorsehen eines solchen zusatzlichen Sequenz- 
abschnitts kann auch im Falle von aus viralen Rezeptoren stam- 
menden Ligandenbindungsabschnitten in Betracht gezogen werden, 
sofern eine Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt ei- 
ne solche Konf ormationsanderung bewirken kann, da£ ein zuvor 
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uber den zusatzlichen Sequenzabschnitt (mit) gebundener Multi- 
proteinkomplex abdissoziiert . 

Im Rahmen der Erfindung sollen jedoch alternative Mecha- 
nismen zur Aktivierung der dritte Domane infolge einer Ligan- 
denbindung oder, alternativ, aufgrund fehlender Ligandenbindung 
aufgrund einer dadurch verursachten Konf ormationsanderung aus- 
drucklich mitumf a£t sein . 

Die vorstehend erstgenannte Funktion bewirkt, dafi das Fusi- 
onsprotein an die Membran gelangt und damit an den Wirkort des- 
jenigen Teils des Fusionsproteins, welcher fur die dritte Funk- 
tion verantwortlich ist . Die Ausiibung der dritten Funktion 
steht in direkter Abhangigkeit von der als zweites genannten 
Ligandenbindungs funktion des Fusionsproteins, und zwar von der 
Anwesenheit eines Liganden, der mit dieser Domane interagiert. 

Wie erwahnt, wird angenommen, dafi nukleare Rezeptoren in 
der Zelle in Abwesenheit von Ligand als inaktive Multiprotein- 
komplexe vorliegen. Gleiches soil in einer bevorzugten Ausfiih- 
rungsform fur das erf indungsgema£e Fusionsprotein, das in sei- 
ner zweiten Domane die Sequenz eines solchen nuklearen Rezep- 
tors oder von Abschnitten eines solchen enthalt, gelten. Der 
Multiproteinkomplex kann dabei insbesondere zelleigene "heat 
shock" -Proteine (hsp) umfassen. Auch in einem erf indungsgemafien 
Fusionsprotein mit einer zweiten Domane, die einen mutierten 
oder kunst lichen, z.B. mittels "molecular modelling" gestalte- 
ten Ligandenbindungsabschnitt mit einer lediglich vermuteten 
Ligandenbindungsfunktion enthalt, ist bei dieser Ausfiihrungs- 
form die Multiproteinkomplexbindung im zellularen Kontext in 
Abwesenheit von Ligand ein wesentliches Merkmal . Gegebenenf alls 
mufi hierfiir innerhalb des Fusionsproteins, wie erlautert, ein 
zusatzlicher Proteinabschnitt , der die Multiproteinkomplexbin- 
dung in Abwesenheit von Ligand vermittelt, z.B. aus einem nu- 
klearen Rezeptor, vorgesehen werden. In beiden Fallen verhin- 
dert dieser Multiproteinkomplex die Aktivitat der dritten Dotna- 
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ne oder, synonym, ras- Oder ras-ahnlichen Signaltransduktions - 
komponente. Bindet jedoch ein spezifischer Ligand an den zuge- 
horigen nuklearen Rezeptorabschnitt , dissoziiert wie bei den in 
vivo gefundenen nuklearen Rezeptoren der Multiproteinkomplex 
von der Rezeptordomane ab und die ras- oder ras-ahnliche Si- 
gnaltransduktionskomponente wird aktiv (siehe Fig. 1 und Fig. 
3; "nuclear receptor" = nuklearer Rezeptor) . 

Im zellularen Kontext wird nun durch Einwirkung der aktiven 
Signaltransduktionskomponente ein ras- oder ras-ahnlicher Si- 
gnal transduktionsweg aktiviert. Verwendet man eine Zelle, bei 
der dieser ras- oder ras-ahnliche Signalweg in Abwesenheit des 
Fusionsproteins aufgrund von Mutationen zumindest unter be- 
stimmten Bedingungen nicht aktiviert ist, kann eine solche al- 
lein durch das Fusionsprotein vermittelte Aktivierung xiber pha- 
notypische Veranderungen, z.B. Wachstum oder Gen- bzw. Repor- 
tergenaktivitat , in der Zelle detektiert werden. 

In bevorzugten Ausf iihrungsf ormen dieser Erfindung umfafit 
die Membranlokalisierungsdomane die Aminosauresequenz eines 
Farnesylierungssignals , Myristylierungssignals oder Prenylie- 
rungssignals oder ist davon, z.B. durch Aminosaureaustausch, 
-modif izierung, -insertion oder -deletion, abgeleitet . 

Im Bereich der Membranlokalisierungsdomane oder als ein 
zusatzlicher, insbesondere N-terminal angeordneter Sequenzab- 
schnitt kann ferner eine Signalseguenz vorgesehen werden, die 
zwar nicht der Membranverankerung des Fusionsproteins an sich 
dient, jedoch bewirkt, dafi das Fusionsprotein nach seiner Ex- 
pression mit hoherer Effizienz an die Zellmembran transportiert 
wird. Die daraus result ierende hohere Konzentration von 
Fusionsprotein in unmittelbarer Nahe der Membran fuhrt in der 
Folge zu einer hoheren Einbaurate des Fusionsproteins in die 
Zellmembran aufgrund der Membranlokalisierungsdomane. Solche 
Signalsequenzen werden bevorzugt speziell auf den Zelltyp, in 
dem das Fusionsprotein exprimiert werden soil, abgestimmt 
verwendet, da beispielsweise in Hefe wirksame Signalsequenzen 
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in Saugetierzellen nur mit geringerer Effizienz wirksam sind 
und umgekehrt . Beispiele fur solche Signalsequenzen sind 
Signalsequenzen von hefeeigenen GPCRs (G-Protein gekoppelten 
Rezeptoren) oder von hefeeigener Invertase (SUC2) zur 
bevorzugten Verwendung in Fusionsproteinen, die in Hefezellen 
exprimiert werden sollen. 

Die Aminosauresequenz der zweiten Domane mit Ligandenbin- 
dungsf unktion eines nuklearen Rezeptors kann die Aminosaure- 
sequenz eines in der Natur vorkommenden nuklearen Rezeptors, 
wie eines Steroid-Rezeptors , Orphan-Rezeptors , Vitamin-Rezep- 
tors, beispielsweise Vitamin D-Rezeptors, Thyroxin-Rezeptors 
oder Retinsaurerezeptors , umfassen oder davon, z.B. durch 
Aminosaureanf iigung, -austausch, -modif izierung, -insertion oder 
-deletion, abgeleitet sein. Alternativ kann die zweite Domane 
einen in der Natur nicht vorkommenden, beispielsweise durch 
"molecular modelling" erzeugten synthetischen Rezeptorabschnitt 
mit gegebenenf alls zunachst nur vermuteter Ligandenbindungs- 
f unktion umfassen. 

Die dritte Domane vermag bevorzugt, ras -Signaltransdukt ions - 
wege zu aktivieren, die auf den Zellzyklus einwirken und deren 
Aktivierung fur die Zellvermehrung essenziell ist. Alternativ 
und ebenso bevorzugt wirkt sie auf einen der Ras -Signalwege ein, 
die der Aktivierung von Transkriptionsf aktoren fur Gene dienen, 
die fur die Zellvermehrung nicht essenziell sein miissen. 

Die dritte Domane kann die Aktivitat eines aktiven und ins- 
besondere eines konstitutiv aktiven Ras -Proteins aufweisen. 
Konstitutiv aktive Ras-Proteine zeigen Aktivitat unabhangig von 
der Anwesenheit von Guaninnukleotid-Austauschf aktor-Molekulen, 
die diverse andere Ras-Proteine fur ihre Aktivitat benotigen. 
Zu diesem Zweck kann die dritte Domane beispielsweise die Ami- 
nosauresequenz eines aktiven oder konstitutiv aktiven Ras- 
Proteins, das in der Natur vorkommt, z.B. dem humanen Ha-Ras 
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(L61) , oder von Teilen davon umfassen. Oder sie kann Aminosau- 
resequenzen umfassen, die von derartigen Sequenzen, z.B. durch 
Aminosaureanf ugung , -austausch, -modif izierung, -insertion oder 
-deletion, abgeleitet sind. 

Alternativ kann die dritte Domane die Aktivitat eines funk- 
tionellen Guaninnukleotid-Austauschf aktors aufweisen. In dieser 
Hinsicht kann die Aminosauresequenz der dritten Domane eben- 
falls beispielsweise Sequenzen von in der Natur vorkommenden 
Guaninnukleotid-Austauschf aktoren oder Teilsequenzen davon um- 
fassen oder sie kann davon, z.B. durch Aminosaureanf iigung, 
-austausch, -modif izierung, -insertion oder -deletion, abgelei- 
tet sein. In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist die Ami- 
nosauresequenz der dritten Domane abgeleitet von der Amino- 
sauresequenz des CDC25-Proteins aus Saccharomyces cezrevisiae, 
eines SOS-Proteins aus einem Saugetier oder eines aus einem 
beliebigen Organismus abgeleiteten SOS-ahnlichen Proteins. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm dieser Erfindung, die 
in den Figuren 1 und 3 schematisch erlautert ist, sind die ein- 
zelnen Domanen innerhalb des Fusionsproteins in Richtung vom N- 
Terminus zum C-Terminus in der Abfolge erste Domane (Membranlo- 
kalisierungsdomane) , zweite Domane (Domane mit Ligandenbin- 
dungsfunktion) , dritte Domane (ras- oder ras-ahnliche Signal - 
transduktionskomponente) angeordnet. Die Anordnung der einzel- 
nen Domanen kann aber auch anders sein. Beispielhaft sei hier 
eine Abfolge vom N-Terminus in Richtung des C-Terminus in der 
Reihenfolge dritte Domane, zweite Domane, erste Domane aufge- 
f lihrt . 

Gegebenenf alls kann das erf indungsgemaSe Fusionsprotein 
auch weitere Domanen oder Proteinabschnitte mit oder ohne Funk- 
tion umfassen, solange die vorstehend erlauterten Funktionen 
davon unbeeintrachtigt oder im wesentlichen unbeeintrachtigt 
bleiben . 
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Daruber hinaus umfaEt die Erfindung DNA-Molekule, die die 
erf indungsgemafien Fusionsproteine kodieren, sowie Vektoren, 
insbesondere Plasmide, Cosmide, Viren- oder Phagengenome , die 
mindestens eines dieser DNA-Molekule umfassen. Besondere erfin- 
dungsgemafce Vektoren sind zur Transformation oder Transfektion 
von Wirtszellen oder zur Expression mindestens eines erfin- 
dungsgemafien Fusionsproteins geeignet . Zu dem letztgenannten 
Zweck steht ein erf indungsgemafces DNA-Molekiil in dem Vektor un- 
ter Kontrolle eines in einer Wirtszelle f unktionsf ahigen Promo- 
tors, der die Expression ermoglicht und steuert . 

Die Herstellung der erf indungsgemafien Fusionsproteine, DNA- 
Molekule und Vektoren kann nach im Stand der Technik bekannten 
Protokollen erfolgen (siehez.B. Sambrook, J., Fritsch, E.F., 
Maniatis, T. (1989), Molecular Cloning. A Laboratory Handbook, 
Cold Spring Harbor Laboratory, New York; Current Protocols in 
Molecular Biology (1991)). Auch wenn die Fusionsproteine grund- 
satzlich vollsynthetisch aus einzelnen Aminosaure-Derivaten 
hergestellt werden konnen, wozu im Stand der Technik diverse 
Verfahren zur Verfugung stehen, werden sie ublicherweise liber 
die Expression der entsprechenden Gene in Zellen produziert. 
Dabei kann das Gen fur das Fusionsprotein extrachromosomal oder 
in das Genom der Wirtszelle integriert vorliegen. Die Klonie- 
rung der Gene fur die Fusionsproteine ausgehend von bekannten 
Genabschnitten, die Proteinabsclinitte mit den erf orderlichen 
oder im Falle des Ligandenbindungs- oder Rezeptorabschnitts 
auch vorerst nur vermuteten Funktionen kodieren, gehort ebenso 
zu den Standardf ahigkeiten eines Fachmanns, wie die Konstruk- 
tion von Vektoren, wie Transkriptions- oder Transf ektionsvekto- 
ren oder auch Expressionsvektoren, in denen das Gen in funkti- 
onaler Verkmipfung mit einem in der Produktionszelle wirksamen 
Promotor vorliegt, die Transformation oder Transfektion von 
Wirtszellen wie auch die Zuchtung der transf ormierten bzw. 
transf izierten Wirtszellen zur Produktion des Proteins. Die 
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Isolierung und Reinigung der erf indungsgemafien Fusionsproteine 
kann durch Einsatz herkommlicher Verfahren, wie Fallung, 
Einsatz diverser Chromatographieverf ahren, wie Gelf iltration, 
Af f initatschromatographie u.s.w. erfolgen. Insbesondere erlaubt 
die Aff initatschromatographie beispielsweise bei Verwendung von 
an die Matrix gebundenen spezifischen Antikorpern, die gegen 
eine Determinante eines bezuglich der Wirtszelle heterologen 
Abschnitts des Fusionsproteins gerichtet sind, eine selektive 
Bindung nur des Fusionsproteins. Alternativ kann das Fusions- 
protein beispielsweise auch als Vorlauf erprotein exprimiert 
werden, das eine zusatzliche Domane mit einer spezifischen 
Bindungseigenschaft an eine bestimmte Af f initatssaule aufweist. 
Nach Bindung und darauf f olgender Elution von der Affinitats- 
saule kann die zusatzliche Domane dann selektiv von dem nun 
bereits im wesentlichen rein vorliegenden Vorlauf erprotein 
unter Erzeugung des erf indungsgemafien Fusionsprotein abgespal- 
ten werden. Sofern die zusatzliche Domane die Eignung des 
Fusionsproteins fur die erf indungsgemafien Assays nicht 
beeinflufit, besteht jedoch alternativ auch die Moglichkeit, auf 
den Abspaltungsschritt zu verzichten. Ein Beispiel fur eine 
derartige Domane besteht aus mehreren, z.B. 10, zusatzlich N- 
terminal angefiigten Histidinresten ("His-tag"), die spezifisch 
an eine Metall-Chelat-Af f initatschromatographiesaule binden. 
Bezuglich aller genannten Techniken und den dafiir erforder- 
lichen Reagenzien, einschliefilich Vektormolekiilen, kann auf 
Standardliteratur (z.B. Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, 
T. (1989), a.a.O.; Current Protocols in Molecular Biology 
(1991)) und eine unubersehbare Vielzahl von Einzelprotokollen 
verwiesen werden. 

Ein weiterer zentraler Gegenstand der Erfindung sind Zellen, 
die eines oder mehrere der erf indungsgemafien Fusionsproteine 
enthalten. Im Rahmen dieser Erfindung konnen dabei einzelne, 
mehrere oder auch alle Domanen des Fusionsproteins und/oder ge- 
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gebenenfalls auch Teile einer Oder mehrerer Domanen bezuglich 
der Wirts- oder Ausgangszelle heterolog sein. 

Aufgrund der in dem Fusionsprotein enthaltenen Membranloka- 
lisierungsdomane liegt das Fusionsprotein in den Zellen membran- 
gebunden vor. Auf diese Weise befinden sich die zweite und drit- 
te Domane des Fusionsproteins intrazellular in unmittelbarer Na- 
he der Zellmembran. 

Zur Herstellung der erf indungsgemaSen Zellen kann beispiels- 
weise eine Transformation oder Transfektion von Ausgangszellen 
mit einem Expressionsvektor , der ein Gen fur das erf indungsgema- 
£e Fusionsprotein unter Kontrolle eines in der Ausgangszelle 
funktionsf ahigen Promotors enthalt, erfolgen. Als Ausgangszellen 
kommen prokaryotische wie eukaryotische Zellen in Frage . Bei- 
spiele fur Ausgangszellen sind u.a. Bakterienzellen, wie solche 
der Gattung Escherichia oder Bacillus , beispielsweise bestimmte 
Stamme von Escherichia coli oder Bacillus subtilis, Hefezellen, 
wie bestimmte Stamme von Saccharomyces cerevisiae , Insektenzel- 
len, tierische Zellen, wie COS-7, Vero, CHO-Zellen, Mause- 
Myelomzellen, humane FL-Zellen u.s.w. 

Nach Transformation oder Transfektion einer Ausgangszelle 
kann das Gen fur das erf indungsgemafie Fusionsprotein chromoso- 
mal, also im Chromosom integriert, oder als Bestandteil eines 
Episoms, insbesondere Plasmids, d.h extrachromosomal , in der 
transf ormierten oder transf izierten Zelle vorliegen. Gleiches 
gilt fur eine zusatzliche Transformation oder Transfektion von 
Zellen auch mit anderen Genen, insbesondere Reportergenen oder 
-konstrukten, die, wie im Folgenden eingehender erlautert, im 
Rahmen besonderer Ausf iihrungsf ormen der Erfindung vorgenommen 
wird. 

Ein wesentliches Merkmal der erf indungsgemafien Zellen be- 
steht darin, daS bei fehlender Bindung oder, alternativ, bei 
Bindung von Ligand an die zweite Domane des Fusionsproteins die 
dritte Domane nicht in der Lage ist, die Aktivierung des sich an 
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ein Ras- Protein anschlieSenden Signalwegs in den Zellen zu be- 
wirken. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orra ist die dritte Domane 
bei fehlender Bindung von Ligand an die zweite Domane durch ei- 
nen sich an das Fusionsprotein anlagernden, bevorzugt zelleige- 
nen Multiproteinkomplex so komplexiert , daS die dritte Domane 
nicht in der Lage ist, die Aktivierung des sich an ein Ras- 
Protein anschlieSenden Signalwegs in den Zellen zu bewirken. Bei 
Bindung von Ligand an die zweite Domane erfolgt jedoch eine Kon- 
formationsanderung mit Auswirkungen auf die dritte Domane, so 
dafi in der Folge der Multiproteinkomplex zumindest teilweise von 
dem Fusionsprotein abdissoziiert und die dritte Domane ihre Ak- 
tivitat zur Aktivierung eines sich an ein Ras-Protein anschlie- 
fienden Signalwegs in den Zellen ausiiben kann. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm dieser Erfindung ist 
die erfindungsgemafie Zelle dadurch gekennzeichnet , dafi in Abwe- 
senheit von Fusionsprotein zumindest unter bestimmten Bedingun- 
gen ein sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg in der 
Zelle nicht aktiviert werden kann, und insbesondere der Signal- 
weg, zu dessen Aktivierung die dritte Domane in der Lage ist. So 
sind im Stand der Technik Zellen bekannt , bei denen ein bestimm- 
ter ras-Signaltransduktionsweg temperaturabhangig aktiv bzw. in- 
aktiv ist. Derartige Zellen konnen als Ausgangszellen fur eine 
Expression des erf indungsgemafien Fusionsproteins eingesetzt wer- 
den. 

Die zumindest unter bestimmten Bedingungen vorliegende Inak- 
tivierung eines ras-Signaltransduktionswegs resultiert aus einem 
zumindest unter den bestimmten Bedingungen nicht f unktionsf ahi- 
gen Ras-Protein und/oder Guaninnukleotid-Austauschf aktor . Die 
Inaktivierung kann auf Genmutation oder vollstandiger Oder teil- 
weiser Gendeletion beruhen. Beispielsweise kann ein zelleigenes 
Ras-Protein inaktiviert werden, wenn dessen Membranlokalisie- 
rungssignal, in der Regel ein Farnesylierungs signal , deletiert 
wird. Gleiche Wirkung hatte eine Mutation in diesem Membranloka- 
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lisierungssignal , welche bewirkt , dafc keine Bindung des Ras- 
Proteins an zellulare Membranen mehr erfolgen kann. Ein Beispiel 
fur eine Zelle mit einem temperaturabhangig defekten Guaninnu- 
kleotid-Austauschf aktor ist der Saccharomyces cerevisiae- 
Hef estamm cdc25-2 . Bei diesem Stamm ist der Guaninnukleotid- 
Austauschf aktor bei einer restriktiven Temperatur von 33 bis 
37°C, typischerweise 36°C, nicht mehr aktiv, jedoch bei einer 
Temperatur von beispielsweise 25 °C voll f unktionsf ahig . Da der 
Guaninnukleotid-Austauschf aktor in diesem Hefestamm mit einem 
Ras- Protein zusammenwirkt , das einen auf den Zellzyklus einwir- 
kenden und daher fur das Zellwachstum essenziellen ras-Signal- 
transduktionsweg steuert, ist bei einer restriktiven Temperatur 
keine Vermehrung der Zellen des Hefestamms mehr f est zustellen . 

In analoger Weise zu Hefestammen mit einer temperatursensi- 
tiven Mutation eines hefeeigenen SOS-Proteins (CDC25-2) kann 
auch ein Hefestamm mit einer temperatursenstiven Mutation eines 
hefeeigenen Ras-Proteins eingesetzt werden. 

Alternativ kann fur die Herstellung der erf indungsgemaEen 
Zellen aber auch eine Zelle, z.B. Hefezelle oder Saugetierzelle , 
verwendet werden, die zwar in der Lage ist, ein wildtypisches 
oder mutiertes, aber aktives CDC25/SOS -Protein oder Ras-Protein 
zu exprimieren, in der jedoch das dieses aktive CDC25/SOS- 
Protein oder Ras-Protein kodierende Gen unter der Kontrolle ei- 
nes induzierbaren Promoters steht, durch welchen die Expression 
des Gens liber die Wahl bestimmter Kulturbedingungen gezielt an- 
oder abgeschaltet werden kann. Beispiele fur in diesem Zusammen- 
hang einsetzbare induzierbare Promotoren sind der Galactose- 
Promotor oder Teile davon aus Hefe oder anderen Organismen. Dem 
Fachmann ist eine Vielzahl von hierzu geeigneten, induzierbaren 
Promotoren aus den unterschiedlichsten Organismen bekannt . Es 
konnen auch hybride Promotoren mit geeigneter Induzierbarkeit 
eingesetzt werden. 

Exprimiert die erf indungsgemaSe Zelle ein aktives CDC25/SOS - 
Protein oder ein aktives Ras-Protein, so kann in einer weiteren 
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bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung das CDC25/SOS- oder 
Ras-Protein zusatzlich eine Modif izierung enthalten, durch die 
das Protein in der Zelle beschleunigt degradiert wird. Diese Mo- 
difizierung kann beispielsweise ein Ubiquitin-Signal oder ein 
sonstiges Signal sein, welches fur den bevorzugten Abbau eines 
derartig modif izierten Proteins in der Zelle sorgt . Der Vorteil 
der Expression eines derartig modif izierten Proteins wahrend ei- 
ner Induktion des Promoters liegt darin, dag nach „Abschalten" 
des Promotors, d.h. nach Vorsehen von Kulturbedingungen, bei de- 
nen der Promotor nicht induziert ist und dementsprechend keine 
Transkription des CDC2 5 / SOS- oder Ras-Gens mehr erfolgt, das 
noch zu Zeiten der Induktion des Promotors produzierte 
CDC25/SOS- oder Ras-Protein beschleunigt abgebaut wird. Dement- 
sprechend wird bereits kurze Zeit nach „ Abschalten" des Promo- 
tors kein derartiges aktives CDC25/SOS- oder Ras-Protein in der 
Zelle mehr nachzuweisen sein. In der bevorzugten Situation, wo 
die dritte Domane des erfindungsgemafien Fusionsproteins in der 
Lage ist, eben den durch das vorstehend angesprochene aktive 
CDC25/S0S- oder Ras-Protein aktivierten Signalweg zu aktivieren, 
ist es somit moglich, bereits kurze Zeit nach Wechsel der Kul- 
turbedingungen zur Abschaltung des Promotors die Aktivierung 
dieses Signalwegs ausschliefilich aufgrund der Wirkungen des er- 
findungsgemafien Fusionsproteins zu messen, was einen betrachtli- 
chen Zeitvorteil bedeuten kann. Zudem kann auf diese Weise das 
Hintergrundsignal aufgrund einer moglicherweise noch oder nach 
wie vor in geringem Umfang vorliegenden Aktivierung des Signal- 
wegs, die nicht auf das erf indungsgemafie Fusionsprotein zuruck- 
zuftihren ist, signifikant verringert werden. 

Beruht die Inaktivierung oder Inaktivierbarkeit des zellei- 
genen ras-Signaltransduktionswegs auf einem Defekt oder Fehlen 
eines Guaninnukleotid-Austauschf aktors , so kann in dem bevorzug- 
ten Falle, wo das Fusionsprotein eine dritte Domane aufweist, 
die eben diesen ras-Signaltransduktionsweg aktivieren kann, die- 
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se dritte Domane die Aktivitat eines f unktionellen Guaninnukleo- 
tid-Austauschf aktors oder eines aktiven, insbesondere konstitu- 
tiv aktiven Ras-Proteins aufweisen, welcher bzw. welches den in- 
aktiven ras - Signaltransduktionsweg aktivieren kann. Wird eine 
dritte Domane mit einer Aktivitat eines nicht konstitutiv akti- 
ven Ras-Proteins eingesetzt, so wird sie sinnvollerweise die 
folgenden Eigenschaf ten aufweisen: 

sie benotigt eine Aktivierung durch einen andersartigen Gua- 
ninnukleotid-Austauschf aktor , der mit dem zelleigenen Ras- 
Protein des inaktiven ras -Signaltransduktionsweg nicht funktio- 
nal wechselwirken kann. Gegebenenf alls kann dieser spezifisch 
geeignete Guaninnukleotid-Austauschf aktor als heterologer Faktor 
in der erf indungsgemafien Zelle koexprimiert werden. 

1st die Inaktivierung oder Inaktivierbarkeit des zelleigenen 
ras-Signalwegs auf einen Defekt oder ein Fehlen eines zelleige- 
nen Ras-Proteins zuriickzuf iihren, so wird in dem bevorzugten Fal- 
le, wo das Fusionsprotein eine dritte Domane aufweist, die eben 
diesen ras -Signalweg aktivieren kann, diese dritte Domane die 
Aktivitat eines aktiven, insbesondere konstitutiv aktiven Ras- 
Proteins aufweisen. Weist die dritte Domane die Aktivitat eines 
nicht-konstitutiv aktiven Ras-Proteins auf # so erfolgt deren Ak- 
tivierung bevorzugt durch einen zelleigenen Guaninnukleotid- 
Austauschf aktor , kann jedoch alternativ hierzu auch einen in der 
Zelle kozuexprimierenden heterologen Guaninnukleotid-Austausch- 
f aktor benotigen. 

Die fur die Herstellung der erf indungsgemafie Zellen erfor- 
derlichen molekularbiologischen Techniken, z.B. Klonierung, Vek- 
torkonstruktion, Transformation oder Transf ektion, Selektionie- 
rung transf ormierter bzw. transf izierter Zellen und Ziichtung der 
transf ormierten bzw. transf izierten Zellen u.s.w., sind dem 
Fachmann wohlbekannt und es existieren viele allgemeine Proto- 
kolle dafiir, die gegebenenf alls allenfalls geringfiigig angepafit 
werden miissen, siehe z.B. Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, 
T. (1989), a.a.O.; Current Protocols in Molecular Biology (1991) 
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sowie zahlreiche Protokolle, die speziell fur einen bestimmten 
Zelltyp erstellt wurden. Die Expression des Fusionsprotein kann 
dabei, wie erwahnt, ausgehend von einem innerhalb eines Episoms, 
beispielsweise Plasmides enthaltenen, extrachromosomal vorlie- 
genden Gen wie auch ausgehend von einem in das Genom der Aus- 
gangszelle integrierten Gen erfolgen. Fur die Erzeugung von Zel- 
len, bei denen ein bestimmter ras-Signaltransduktionsweg auf 
Ebene des Ras- Proteins oder eines Guaninnukleotid-Austausch- 
faktors inaktiviert ist, stehen dem Fachmann diverse Techniken 
zur gezielten Geninaktivierung, beispielsweise durch 
"antisense" - Strategien, oder zur gezielten Einfiihrung von Muta- 
tionen oder Deletionen in die jeweiligen Gene bzw. zugehorigen 
Genomabschnitte zur Verfiigung. Insbesondere gibt es diverse be- 
kannte Moglichkeiten zur Herstellung von Zellmutanten, in denen 
die Transkription der Gene z.B. fur das Ras-Protein oder einen 
Guaninnukleotid-Austauschfaktor gezielt unter bestimmten Bedin- 
gungen, z.B. temper a turabhangig, inaktiviert werden kann. Hierzu 
enthalten diese Zellen diese Gene insbesondere in Verkniipfung 
mit Promotoren, die unter bestimmten Bedingungen, wie ab einer 
bestimmten Temperatur, inaktiv werden. 

In einer besonderen Ausf lihrungsf orm der Erfindung sind die 
erfindungsgemaEen Zellen auf einem festen Trager auf gebracht . 
Als geeignete Tragersubstanzen sind im Stand der Technik insbe- 
sondere Polysaccharide, z.B. Agarose, spezielle Kunststoffe, wie 
Polyacrylamide, Polystyrol, Polyvinylalkohol , Silikone, oder 
auch bestimmte Glasqualitaten bekannt . Der Trager kann hier in 
Form diskreter Teilchen, z.B. Kugelchen, oder als im wesentli- 
chen plattenf ormiges Substrat, z.B. in Form einer Mikrotiter- 
platte, vorliegen. Der Bedeckung des Tragers mit den Zellen kann 
vollstandig sein, wie dies in der Regel z.B. bei Tragerkiigelchen 
der Fall ist, oder auch nur auf Teilen oder Abschnitten dessel- 
ben vorliegen, wie z.B. nur in den Vertiefungen einer Mikroti- 
terplatte. In einer bevorzugten Ausf lihrungsf orm sind die erfin- 
dungsgemafien Zellen auf sogenannten Biochips immobilisiert . Me- 
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thocien zur Immobilisierung der Zellen auf diesen Tragern sind 
dem Fachmann bekannt . In Abhangigkeit von dem gewahlten Trager- 
typ ist es moglich, da£ die Zellen ohne weitere Mafinahmen an den 
Trager binden. In diesem Falle wird die feste Tragerphase mit 
einer im wesentlichen homogenen Population von Zellen inkubiert, 
wobei diese sich in der Folge an die feste Phase anheften. Al- 
ternativ kann die Immobilisierung beispielsweise auch mittels 
chemischer Reagenzien, wie Glutaraldehyd, Formalin u.s.w., er- 
folgen. Derartige Mafinahmen sind dem Fachmann bekannt. 

Die erf indungsgemaEen Fusionsproteine und Zellen, die diese 
Fusionsproteine umfassen, sind die Grundlage mehrerer in vivo- 
Assayverf ahren, die ebenfalls Gegenstand dieser Erfindung sind. 
Die im folgenden naher erlauterten Assayverf ahren konnen bei 
Einsatz der ersten Variante, d.h. bei Aktivitat der dritten Do- 
mane nur bei Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt 
(zweite Domane) des erf indungsgemaEen Fusionsproteins u.a. dazu 
genutzt werden, 

1. die Eignung einer Testsubstanz als Ligand fur einen nuklea- 
ren Rezeptor zu bestimmen, und in diesem Falle insbesondere 
Massenscreens mit Ligandenderivaten durchzuf iihren, urn zu te- 
sten, welche Derivate in der Lage sind, an einen Liganden- 
bindungsabschnitt eines wildtypischen nuklearen Rezeptors zu 
binden , 

2. die Anwesenheit eines bestimmten Liganden in einer Probe zu 
detektieren, 

3 . die Konzentration eines solchen Liganden in einer Probe zu 
bestimmen, 

4. nachzuweisen, ob eine Verbindung in der Lage ist, eine Bin- 
dungsaktivitat eines Ligandenbindungsabschnitts eines nukle- 
aren Rezeptors gegenuber einem Liganden zu verandern, also 
als Agonist, Antagonist oder Inhibitor zu wirken, und in 
diesem Falle insbesondere Massenscreens zum Auffinden 
solcher Agonisten- oder Antagonistenverbindungen auszu- 
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f uhren; und 

5. die Ligandenbindungsf unktion eines Polypeptids Oder Pro- 
teins, bei denen eine solche Funktion vermutet wird, fur Li- 
ganden von nuklearen Rezeptoren nachzuweisen; bei den Poly- 
peptiden oder Proteinen kann es sich insbesondere auch urn 
durch Mutation von natiirlichen Rezeptoren abgeleitete neuar- 
tige nukleare Rezeptoren handeln, deren Ligandenbindungs - 
funktion noch bestatigt werden mufi; in diesem Zusammenhang 
konnen insbesondere Massenscreens mit derartigen neuartigen, 
mutierten Ligandenbindungsabschnitten, die beispielsweise in 
Form einer Rezeptormutantenbibliothek, die insbesondere Re- 
zeptormutanten mit zuf allsbedingt lokalisierten Mutationen 
im Ligandenbindungsabschnitt enthalt, durchgefuhrt werden, 
um neue kiinstliche, funktionelle Liganden - Re z ep t or - Partner 
zu finden. 

Ein erster Assay dient der Bestimmung der Eignung einer 
Test subs tanz als Ligand fur einen Rezeptor- oder, synonym, Li- 
gandenbindungsabschnitt eines nuklearen Rezeptors und umfafit die 
folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Testsubstanz mit erf indungsgemafien Zel- 
len unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit des Fusionspro- 
teins ein sich an ein Ras-Protein anschlieBender Signalweg in 
den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das in den Zellen 
enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die den genannten 
Rezeptorabschnitt umfafit, und eine dritte Domane, die in der La- 
ge ist, den inaktiven, sich an ein Ras-Protein anschlieEenden 
Signalweg in den Zellen zu aktivieren, umfafit, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschliefienden Signalweges erfolgt ist. 

Ein Nachweis der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein an- 
schliefienden Signalweges zeigt dabei die Bindungsf ahigkeit der 
Testsubstanz an die zweite Domane des Fusionsproteins und dem- 
entsprechend an den Rezeptorabschnitt an. 
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Ein weiterer in vivo-Assay ermoglicht den Nachweis der Anwe- 
senheit eines Liganden fur einen Rezeptorabschnitt eines nuklea- 
ren Rezeptors in einer Probe, die diesen moglicherweise enthalt, 
und ist durch die folgenden Schritte gekennzeichnet : 

(a) Inkontaktbringen der Probe mit erfindungsgemafien Zellen un- 
ter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit von Fusionsprotein ein 
sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg in den Zellen 
nicht aktiviert werden kann, wobei das in den Zellen enthaltene 
Fusionsprotein eine zweite Domane , die den genannten Rezeptorab- 
schnitt umfa£t, und eine dritte Domane, die in der Lage ist, den 
inaktiven, sich an ein Ras-Protein anschlie£enden Signalweg in 
den Zellen zu aktivieren, umfafit, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschliefienden Signalweges erfolgt ist. 

Analog zu dem erstgenannten Assay zeigt ein Nachweis der Akti- 
vierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweges 
die Anwesenheit eines Liganden fur die zweite Domane des Fusi- 
onsproteins und dement sprechend fur den Rezeptorabschnitt eines 
nuklearen Rezeptors in der Probe an. 

Als bevorzugte ras-Signalwege werden in diesem Zusammenhang, 
wie erlautert, Signalwege angesehen, die auf den Zellzyklus ein- 
wirken und deren Aktivierung fur die Zellvermehrung essenziell 
ist. Alternative und ebenso bevorzugte ras-Signalwege dienen der 
Aktivierung von Transkriptionsf aktoren fur Gene, die fur die 
Zellvermehrung nicht essenziell sein nuissen. 

Der Nachweis der ras-Signalwegsaktivierung erfolgt bei den 
erf indungsgemafcen Assays bevorzugt indirekt, d.h. iiber phanoty- 
pische Anderungen, hier insbesondere Zellvermehrung oder Gen- 
bzw. Reportergenaktivitat , in den Zellen. 

Werden dement sprechend fur die Assays Zellen eingesetzt, bei 
denen der inaktive, sich an ein Ras-Protein anschlieEende 
Signalweg ein Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und 
dessen Aktivierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, umfas- 
sen die vorstehend erlauterten Schritte (b) , zu untersuchen, ob 
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die Zellen unter den genannten Bedingungen vermehrungsf ahig 
sind, wobei ein Nachweis der Vermehrungsf ahigkeit der Zellen die 
Bindungsf ahigkeit der Testsubstanz an bzw. die Anwesenheit eines 
Liganden fur die zweite Domane des Fusionsproteins und dement - 
sprechend den Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezeptors in der 
Probe anzeigt. 

Setzt man fur die Assays alternativ Zellen ein, bei denen 
der inaktive, sich an ein Ras-Protein anschliefiende Signalweg 
ein Signalweg ist, der auf die Aktivitat eines Transkriptions- 
faktors fur ein Gen, das fur die Zellvermehrung nicht notwendi- 
gerweise essenziell ist, einwirkt, so kann bei gleichzeitigem 
Vorliegen eines Konstrukts, umfassend eine Bindungsstelle fur 
den Transkriptionsf aktor , einen damit zusammenwirkenden Minimal - 
promotor und ein unter Kontrolle des Minimalpromotors stehendes 
beziiglich der Assayzelle heterologes Reportergen, der Nachweis 
einer Expression des heterologen Reportergens fur die Feststel- 
lung der Aktivierung des ras-Signaltransduktionswegs und damit 
einer erfolgten Ligandenbindung an die zweite Domane herangezo- 
gen werden. Denn nur bei Aktivierung des ras-Signaltransdukti- 
onsweges kann es zu einer Aktivierung des genannten Transkripti- 
onsfaktors kommen, welcher in der Folge uber die Bindung an sei- 
ne Bindungsstelle den Minimalpromotor aktivieren kann und damit 
die Expression des Reportergens ermoglicht. 

Essenziell ist bei dieser Ausf iihrungsf orm, da£ es sich bei 
dem Reportergen und/oder dem dadurch kodierten Reporterprotein 
urn ein beziiglich der Assayzelle heterologes Gen bzw. Protein 
handelt, dessen Anwesenheit spezifisch nur dann nachgewiesen 
werden kann, wenn die Expression des synthet ischen Promotor- 
Reportergen-Konstrukts aufgrund der Aktivierung des spezif ischen 
ras-Signalweges und der infolge auftretenden Aktivierung des 
spezif ischen Transkriptionsf aktors erf olgt . Erfolgt der Nachweis 
nicht liber einen direkten Nachweis des Transkriptions- oder 
Translationsprodukts mittels dafur spezifischer Nukleinsaureson- 
den oder Antikorper, sondern z.B. liber die enzymatische Aktivi- 



WO 00/40717 




PCT/EP99/1046I 



- 27 - 



tat eines Translationsprodukts , mufi bei einer Verwendung von En- 
zyme kodierenden Genen vorab sichergestellt werden, dafi die ver- 
wendete Assayzelle vor der Transformation oder Transfektion mit 
dem synthetischen Promotor-Reportergen-Konstrukt eine enzymati- 
sche Aktivitat, wie sie das bei Ligandenbindung exprimierte he- 
terologe Enzym ausiibt , nicht enthalt. Entsprechendes gilt-fur 
die anderen Reporterproteintypen. 

Alternativ kann als Report ergen auch ein beziiglich der As- 
sayzelle homologes Gen eingesetzt werden. Eine Reportergenex- 
pression infolge der Aktivierung eines Transkriptionsf aktors , 
die nur aufgrund der im Assay nachzuweisenden Aktivierung eines 
sich an ein Ras-Protein anschlieEenden Signalweges in den Zellen 
erfolgt, wird in diesem Falle zu einer Erhohung der in den Zel- 
len vorliegenden Mengen an Transkriptionsprodukt des Reporter- 
gens und gegebenenf alls auch einer erhohten Menge an Translati- 
onsprodukt des Reportergens fuhren, welche anhand von Ver- 
gleichsversuchen ohne Einsatz von Ligand, z.B. mittels Northern- 
Blotting oder Western-Blotting, ermittelt werden konnen. 

Bei Wahl dieser beiden letztgenannten Alternativen ist die 
Kenntnis des jeweiligen durch den gewahlten ras-Signaltransduk- 
tionsweg aktivierten Transkriptionsf aktors sowie des mit diesem 
Transkriptionsf akt or zusammenwirkenden Promotorabschnitts bzw. 
von dessen Sequenz erf orderlich . Urn diese Assayvariante zu er- 
moglichen, wird die Assayzelle mit einem Konstrukt, umfassend 
den Promotor in funktionaler Verkniipfung mit dem Report ergen, 
transf ormiert bzw. transf iziert , was gegebenenf alls im Wege der 
Cotransf ormation oder Cotransf ektion zusammen mit dem Konstrukt, 
das das Fusionsprotein kodierende Gen enthalt, erfolgen kann. 
Wie erwahnt, konnen diese Konstrukte nach Transformation oder 
Transfektion einer Ausgangszelle chromosomal oder extrachromoso- 
mal, d.h. als Bestandteil eines Episoms, z.B. Plasmids, in der 
Assayzelle vorliegen. 

Gegenwartig sind bereits eine Reihe von ras-Signaltrans- 
duktionswegen z.B. in unterschiedlichen eukaryotischen Organis- 
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men vollstandig auch beziiglich der dadurch aktivierten Tran- 
skriptionsf aktoren und den damit zusammenwirkenden Promotorbe- 
reichen erf orscht . Somit steht dem Fachmann fiir eine diesbeziig- 
liche Auswahl eine Reihe von Moglichkeiten zur Verfiigung. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung umfaJSt 
das Reporterprotein eine Modif izierung, durch die das Protein in 
der Zelle beschleunigt abgebaut oder degradiert wird. Diese Mo- 
dif izierung kann beispielsweise ein Ubiguitinsignal oder sonsti- 
ges Signal sein, welches fur den Abbau eines derartig modifi- 
zierten Proteins sorgt . Der Vorteil der Verwendung eines Repor- 
terproteins, das in einer Assayzelle beschleunigt abgebaut wird, 
ist angesichts der Tatsache, dafi unter den Assay-Bedingungen 
auch ohne Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalwegs durch das Fusionsprotein in der Assayzelle nahezu 
stets eine geringe Hintergrund-Expression des Reportergenkon- 
strukts nachzuweisen sein wird, of f ensichtlich : durch den be- 
schleunigten Abbau des Reporterproteins wird das aus dieser Hin- 
tergrund-Expression resultierende Signal bei Detektion auf Pro- 
teinebene, d.h. des Reporterproteins, signifikant verringert, da 
es zu keiner Akkumulation von Reporterprotein iiber die Zeit 
kommt . Wird jedoch die Expression des Reporterproteins durch Li- 
gandenbindung an das Fusionsprotein und daraus resultierende Ak- 
tivierung eines sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal- 
wegs spezifisch aktiviert, kann aufgrund des geringen Hinter- 
grundsignals eine eindeutige Detektion erfolgen. Da die Halb- 
wertszeit des Reporterproteins in der Assayzelle stets ausrei- 
chend lang sein wird, wird der Nachweis des infolge der Ligan- 
denbindung an das Fusionsprotein produzierten Reporterproteins 
durch den beschleunigten Abbau desselben in keiner Weise beein- 
trachtigt werden. 

Die fur die Herstellung von Transformations- oder Expressi- 
onsvektoren, die das Reportergen in funktionaler Verkniipfung mit 
einem geeigneten spezifischen Promotor enthalten, sowie die 
Transformation oder Transfektion von Zellen erf orderlichen mole- 
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kularbiologischen Techniken, z.B. Klonierung, Vektorkonstruktion 
u.s.w., sind dem Fachmann wohlbekannt und es existieren zahlrei- 
che allgemeine Protokolle dafiir, die gegebenenf alls allenfalls 
einer geringf iigigen Anpassung bedurfen (siehe z.B. Sambrook, J . 
Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989), a.a.O.,* Current Protocols in 
Molecular Biology (1991)). Auch die Erganzung bzw. Fusion eines 
Reportergens mit einem Sequenzabschnitt , der einen Signalab- 
schnitt kodiert, welcher einen beschleunigten Abbau des expri- 
mierten Reporterproteins bewirkt, z.B. ein Ubiquitin- Signal , 
liegt ohne weiteres im Vermogen eines Fachmanns . 

Als hier einsetzbare Reportergene sind dem Fachmann zahlrei- 
che Gene bekannt, die Proteine kodieren, die einem einfachen und 
schnellen Nachweis zuganglich sind. Beispiele hierfiir sind Gene, 
die enzymatisch aktive Proteine, z.B. p-Galactosidase , fluores- 
zierende Proteine, z.B. GFP ("green fluorescence protein") oder 
chemolumineszierende Proteine kodieren. Eine weitere Moglichkeit 
besteht in Genen, die Proteine kodieren, die mittels spezifi- 
scher Antikorper nachgewiesen werden konnen. Hierbei tragt dann 
der Antikorper eine nachweisbare Markierung oder kann seiner- 
seits durch einen sekundaren, markierten Antikorper nachgewiesen 
werden. Derartige Moglichkeiten sind im Stand der Technik wohl- 
bekannt. Wie bereits vorstehend erlautert, ist neben dem Erfor- 
dernis der Nachweisbarkeit allein essenziell, dafi das in der 
Zelle nachzuweisende Ereignis, z.B. enzymatische Aktivitat, An- 
tikorperbindung, Fluoreszenz, Chemolumineszenz, in Abwesenheit 
des Konstrukts mit dem Gen fur das Reporterprotein nicht nach- 
weisbar ist. 

Alternativ kann die Transkription des Reportergens anhand 
der gebildeten mRNA mittels dafiir spezifischer Sonden durch 
Northern-Blotting nachgewiesen werden. 

Ein weiterer in vivo-Assay erlaubt die quantitative Bestim- 
mung der Konzentration eines Liganden fur den Rezeptorabschnitt 
eines nuklearen Rezeptors in einer Probe, die diesen enthalt, 
und umf aSt die f olgenden Schritte : 
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(a) Inkontaktbringen eines Aliquots der Probe mit erf indungsge- 
mafien Zellen unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit des Fu- 
sionsproteins ein sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signal- 
weg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das in den 
Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die den ge- 
nannten Rezeptorabschnitt umfafit, und eine dritte Domane, die in 
der Lage ist, den inaktiven, sich an ein Ras-Protein anschlie- 
£enden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, umfafit, 

(b) quantitatives Nachweisen des Ausmafies der Aktivierung des 
sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweges auf direktem 
oder indirektem Weg und 

(c) Ermittlung der Konzentration des Liganden in der Probe durch 
Vergleich des ermittelten Aktivierungsausmafies mit entsprechen- 
den Werteri; die fur bekannte Standardkonzentrationen des Ligan- 
den ermittelt wurden. 

Verwendet man fur den quantitativen Nachweis des Schrittes 
(b) Zellen, bei denen der zumindest unter bestimmten Bedingungen 
inaktive ras -Signal transduktionsweg ein Signalweg ist, der auf 
den Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung fur die Zellver- 
mehrung essenziell ist, erfolgt dieser auf einfache Weise, indem 
die Vermehrung der Zellen zu einem festgelegten Zeitpunkt oder 
die Vermehrungsrate der Zellen unter den genannten Bedingungen 
bestimmt wird. Die erhaltenen Daten werden dann mit anhand von 
Standardpraparationen bekannter Konzentration erhaltenen Daten 
verglichen und die Konzentration der Probe rechnerisch ermit- 
telt. 

Alternativ kann auch hier der quantitative Nachweis des Aus- 
mafies der ras-Signalwegsaktivierung anhand des Ausmafies der Ex- 
pression eines Reportergens in der Zelle erfolgen. Wie vorste- 
hend erlautert, kann dessen Expression nur aufgrund der infolge 
der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalwegs bewirkten Aktivierung eines spezifischen Transkripti- 
onsfaktors erfolgen. Bevorzugt erfolgt der Assay bei dieser 
Nachweisvariante unter Bedingungen, die eine Zellvermehrung aus- 
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schlie£en, beispielsweise durch Verwendung der cdc25-2-Hef e- 
mutante bei restriktiven Temperaturen, so da£ die Menge an Tran- 
skriptionsprodukt des Reportergens oder die exprimierte Menge an 
Reporterprotein zu einem bestimmten Zeitpunkt oder alternativ 
die Expressionsrate dieses Reportergens bezogen auf das Tran- 
skriptions- oder Translationsprodukt von diesem bei im wesentli- 
chen gleichbleibender Zellzahl bestimmt werden kann. Jedoch kann 
die quantitative Bestimmung auch unter Prolif erationsbedingungen 
erfolgen, wenn gleichzeitig fortlaufend oder in bestimmten Zeit- 
abstanden die Zellzahl bestimmt wird und die ermittelten Werte 
fur die Reportergenexpression in Werte pro Einheitswert der 
Zellzahl umgerechnet werden. 

Alternativ kann auch hier ein Nachweis liber die Expression 
eines zu der Wirtszelle homologen Reportergens eingesetzt wer- 
den, wobei hier die jeweils beobachtbare Zunahme der Expression 
des Reportergens gegeniiber dem in Zellen ohne Aktivierung des 
ras-Signalwegs vorliegenden Expressionsniveau fur die Ermittlung 
des Ergebnisses herangezogen wird. 

Ein weiterer alternativer in vivo-Assay ermoglicht den Nach- 
weis, ob eine Verbindung in der Lage ist, eine Bindungsakt ivitat 
eines Rezeptorabschnitts eines nuklearen Rezeptors gegeniiber ei- 
nem Liganden zu verandern, also als Agonist, Antagonist oder In- 
hibitor zu wirken. Dieser Assay ist durch die folgenden Schritte 
gekennzeichnet : 

(a) Inkontaktbringen des Liganden in Anwesenheit der Verbindung 
mit erf indungsgemafien Zellen unter Bedingungen, bei denen die 
Verbindung in die Zellen diffundieren kann oder sie von den Zel- 
len produziert wird und bei denen in Abwesenheit von Fusionspro- 
tein ein sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg in den 
Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das in den Zellen ent- 
haltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die den genannten Re- 
zeptorabschnitt umfa£t, und eine dritte Domane, die in der Lage 
ist, den inaktiven, sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalweg in den Zellen zu aktivieren, umfafit, 
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(b) Untersuchen, ob und gegebenenf alls in welchem Ausma£ eine 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefcenden Signalwe- 
ges erfolgt ist, 

(c) Vergleichen des Untersuchungsergebnisses von Schritt (b) mil 
einem Untersuchungsergebnis , das bei Ausfuhren des Assay in Ab- 
wesenheit der Verbindung erhalten wird. 

Dabei zeigt eine verstarkte Aktivierung des ras-Signaltransduk- 
tionsweges in Anwesenheit der Verbindung eine Agonistenf unktion 
dieser Verbindung, eine verringerte oder gegebenenf alls auch 
vollstandig fehlende Aktivierung dagegen eine Antagonisten- oder 
Inbibitorf unktion der Verbindung an. 

Schritt (a) kann dabei umfassen, die Verbindung vor dem Li- 
ganden den Zellen zuzusetzen, wobei gegebenenf alls eine Vorinku- 
bation der Verbindung mit den Zellen vorgenommen werden kann, 
die Verbindung separat, aber gleichzeitig mit dem Liganden den 
Assayzellen zuzusetzen oder die Verbindung vorab mit dem Ligan- 
den zu mischen und gegebenenf alls eine Vorinkubation der beiden 
Verbindungen durchzuf iihren und erst dann die Mischung den Assay- 
zellen zuzusetzen. 

Wird die Verbindung den Zellen zugesetzt, mufi sichergestellt 
sein, daE die Verbindung auch in die Zellen diffundieren kann, 
um dort mit dem Fusionsprotein wechselzuwirken. Handelt es sich 
bei der Verbindung um ein Peptid, Polypeptid oder Protein, so 
kann die Verbindung auch durch Expression eines dafiir kodieren- 
den Gens innerhalb der Zelle selbst hergestellt werden. Zu die- 
sem Zweck konnen die Zellen mit einem Expressionsvektor , der ein 
solches Gen enthalt, transf ormiert oder transfiziert werden. Die 
hierfiir erf orderlichen Mittel und Methoden sind dem Fachmann 
wohlbekannt . 

Wird die auf ihre Agonisten- oder Antagonistenwirkung zu te- 
stende Verbindung in der Assayzelle exprimiert, so erfolgt die 
Expression des dafur kodierenden Gens vorzugsweise unter Kon- 
trolle eines konstitutiv aktiven Promotors sowie unter Verwen- 
dung von Zellen, in denen der ras -Signaltransduktionsweg nur un- 



WO 00/40717 PCT/EP99/10461 

- 33 - 

ter den speziellen Assaybedingungen inaktiviert wird. Ein sol- 
ches System ermoglicht es, auszuschlieEen, da£ allein die Ex- 
pression der Verbindung in der Zelle Veranderungen hervorruft, 
die das Ergebnis des Assay verfalschen konnten. Fur diesen Aus- 
schlu£ ist erforderlich, die Aktivitat des unter restriktiven 
Bedingungen inaktivierten zelleigenen ras-Signaltransduktions- 
weges unter nicht -restriktiven Bedingungen und in Abwesenheit 
von Ligand nachzuweisen. Wird unter nicht -restriktiven Bedingun- 
gen und in Abwesenheit von Ligand gearbeitet, ist das Fusions - 
protein inaktiv, so dafi die nachweisbare Aktivierung des ras- 
Signaltransduktionsweges anzeigt, daS das Express ionsprodukt mit 
keiner Komponente des ras -Signal transduktionswegs, und insbeson- 
dere nicht mit dem dafiir spezifischen Ras -Protein oder Guaninnu- 
kleotid-Austauschfaktor, interf eriert . Auf diese Weise kann aus- 
geschlossen oder die Wahrscheinlichkeit minimiert werden, dafi 
das Expressionsprodukt anstatt mit der zweiten Domane mit der 
dritten Domane wechselwirkt , so da£ deren Fahigkeit zur Aktivie- 
rung des ras-Signaltransduktionsweges beseitigt wird. 

Ein entsprechender Test auf Aktivierung des jeweiligen ras- 
Signaltransduktionswegs unter nicht -restriktiven Bedingungen, in 
Anwesenheit der Verbindung und in Abwesenheit von Ligand wird 
analog bei einer Verbindung, die den Assayzellen von aufien zuge- 
setzt wird, vorgenommen. 

Handel t es sich bei dem unter den Assaybedingungen inakti- 
vierbaren ras-Signaltransduktionsweg urn einen, dessen Aktivie- 
rung fur die Zellvermehrung essenziell ist, so wird unter nicht - 
restriktiven Bedingungen einfach die normale Vermehrbarkeit der 
Zellen sichergestellt . Erfolgt der Nachweis unter Nutzung einer 
Reportergenaktivitat , so ist ein Nachweis dieser Reportergenak- 
tivitat unter nicht-restriktiven Bedingungen erf orderlich. 

Fur den Nachweis unter den restriktiven Bedingungen des As- 
say in Schritt (b) besteht ebenfalls beispielsweise die Moglich- 
keit, die Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalweges liber die gegebenenf alls erfolgende Expression eines 
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zu den Zellen heterologen Reportergens, die nur aufgrund der in- 
folge der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschlieEenden 
Signalweges erfolgenden Aktivierung eines spezifischen Tran- 
skriptionsf aktors erfolgt, nachzuweisen. Der bei Nachweis von 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalwe- 
ges erfolgende Nachweis des Ausmafies dieser Aktivierung, kann 
eine quantitative Bestimmung umfassen, bei welcher die in den 
Zellen vorliegende Menge an Transkript ions - oder Translat ions- 
produkt (Reporterprotein) des Reportergens zu einem bestimmten 
Zeitpunkt oder die Transkriptionsrate des Reportergens oder die 
Expressionsrate des Reporterproteins unter den genannten Bedin- 
gungen bestimmt wird. 

Alternativ kann auch nur eine Analyse von Aliquots, d.h. 
gleichen Volumina der bis auf den Zusatz der Verbindung iden- 
tisch erzeugten und behandelten Assaylosungen, bevorzugt unter 
Sicherstellen gleicher oder im wesentlichen gleicher Zellzahlen 
in diesen Aliquots, vorgenommen werden. In diesem Falle erfolgt 
keine absolute Quantif izierung des Express ionsniveaus des Repor- 
tergens, sondern es wird nur ein relativer Vergleich der Expres- 
sionsniveaus in beiden Assays ermoglicht. 

In dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) ergibt, dafi in 
Anwesenheit der Verbindung eine starkere Expression des Repor- 
tergens auftritt, ist eine Agonistenwirkung der Verbindung und 
in dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) ergibt, dafi in An- 
wesenheit der Verbindung eine geringere Expression des Reporter- 
gens auftritt, eine Ant agonistenwirkung der Verbindung anzuneh- 
men. Wie der vorstehend beschriebene quantitative Assay wird 
auch dieser Assay bevorzugt unter Bedingungen durchgef iihrt wird, 
bei denen keine Vermehrung der Zellen auftritt. 

Alternativ kann das fur den Nachweis eingesetzte Reportergen 
auch hier zu der Assayzelle homolog sein, wobei hier die jeweils 
beobachtbare Zunahme der Expression, d.h. Transkription und/oder 
Translation, des Reportergens gegenuber dem in Zellen ohne Akti- 
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vierung des ras-Signalwegs vorliegenden Expressionsniveau fur 
die Ermittlung des Ergebnisses herangezogen wird. 

Werden fur den Assay Zellen eingesetzt, bei denen der inak- 



Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und dessen Akti- 
vierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, umfa£t Schritt 
(b) , zu untersuchen, ob und gegebenenf alls in welchem Ausmafc die 
Zellen unter den genannten Bedingungen vermehrungsf ahig sind. In 
dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) ergibt, dafi in Anwe- 
senheit der Verbindung eine starkere Zellvermehrung auftritt, 
ist auf eine Agonistenwirkung der Verbindung und in dem Falle, 
wo der Vergleich in Schritt (c) ergibt, dafi in Anwesenheit der 
Verbindung eine geringere Zellvermehrung auftritt, auf eine Ant- 
agonistenwirkung der Verbindung zu schliefien. 

Wie samtliche Assays im Rahmen dieser Erfindung eignet sich 
auch dieser Assay insbesondere fur ein Massenscreening, hier auf 
Agonisten- und Antagonistenverbindungen fur nukleare Rezeptoren. 

Alternativ kann dieser Assay auch als zusatzlicher Test zur 
Bestatigung der Ligandenbindungseigenschaf t eines neuen, insbe- 
sondere synthetischen Ligandenbindungsabschnitts oder zur Besta- 
tigung der Eignung einer Testsubstanz als Ligand fur den Ligan- 
denbindungsabschnitt herangezogen werden. Liegt eine Liganden- 
bindungseigenschaf t des Ligandenbindungsabschnitts vor bzw. 
liegt eine Eignung als Ligand fur den Ligandenbindungsabschnitt 
vor, so mufite bei Verwendung eines bekannten Agonisten fur den 
zum ersten Nachweis der Ligandeneigenschaf t eingesetzten Ligan- 
den bzw. fur den Ligandenbindungsabschnitt eine verstarkte Akti- 
vierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges beobachtet wer- 
den, und bei Verwendung eines bekannten Antagonisten fur den Li- 
ganden bzw. den Ligandenbindungsabschnitt im Gegenzug eine ver- 
ringerte Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges. 

Ein weiterer alternativer In vivo-Assay ermoglicht den Nach- 
weis, ob ein Polypeptid oder Protein, bei dem eine Ligandenbin- 
dungsf unktion eines nuklearen Rezeptors vermutet wird, diese 



tive, sich an ein Ras-Protein anschlieEende Signalweg ein 
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auch tatsachlich auf weist . Dieser Assay umfaEt die folgenden 
Schritte : 

(a) Inkontaktbringen von erf indungsgema£en Zellen mit dem Ligan- 
den unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit des Fusionspro- 
teins ein sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg in 
den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das in den Zellen 
enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die das zu unter- 
suchenden Polypeptid oder Protein umfafit, und eine dritte Doma- 
ne, die in der Lage ist, den inaktiven, sich an ein Ras-Protein 
anschlie£enden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, umfa£t, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschliefienden Signalweges erfolgt ist. 

Ein Nachweis der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein an- 
schliefienden Signalweges zeigt an, dafi die zweite Domane des Fu- 
sionsproteins und dementsprechend das zu untersuchende Polypep- 
tid oder Protein eine Ligandenbindungsf unktion eines nuklearen 
Rezeptors auf weist . 

Beispielsweise kann das in den Zellen enthaltene Fusionspro- 
tein eine zweite Domane umfassen, die einen von einem natiirlich 
vorkommenden Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezeptors durch 
Mutation abgeleiteten Rezeptorabschnitt enthalt. 

Wie zuvor, kann die Aktivierung des ras-Signaltransduktions- 
weges bei Verwendung von Zellen, bei denen der zumindest unter 
bestimmten Bedingungen inaktive ras- Signal transduktionsweg ein 
Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und dessen Akti- 
vierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, anhand einer ge- 
gebenenfalls erfolgenden Zellvermehrung nachgewiesen werden. 

Alternativ kann der Nachweis der Aktivierung des ras- 
Signaltransduktionsweges auch anhand der gegebenenf alls fest- 
stellbaren Expression eines Reportergens in den Zellen erfolgen. 
Wie erlautert, erfolgt dessen Expression, wenn es sich urn ein 
heterologes Reportergen handelt, nur aufgrund der infolge der 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalwe- 
ges erfolgenden Aktivierung eines spezifischen Transkriptions- 
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faktors. Im Falle eines homologen Reportergens wird auf den 
Nachweis der Erhohung der Reportergenexpression, z.B. aufgrund 
hoherer Mengen an Transkriptions- oder Translationsprodukt , im 
Vergleich zu dem Expressionsniveau ohne Aktivierung des spezifi- 
schen Ras-Signaltransduktionswegs abgestellt. 

Bei Einsatz der zweiten Variante, d.h. Aktivitat der drit- 
ten Domane nur bei fehlender Ligandenbindung an den Liganden- 
bindungsabschnitt (zweite Domane) des erf indungsgema&en Fusi- 
onsproteins, konnen erf indungsgemafie Assayverf ahren u.a. dazu 
genutzt werden, 

1. die Eignung einer Testsubstanz als Ligand fur einen nuklearen 
Rezeptor zu bestimmen, und in diesem Falle insbesondere Mas- 
senscreens mit Ligandenderivaten durchzuf iihren, urn zu testen, 
welche Derivate in der Lage sind, an den Ligandenbindungsab- 
schnitt eines wildtypischen nuklearen Rezeptors zu binden, 

2. die Anwesenheit eines bestimmten Liganden in einer Probe zu 
detektieren, 

3. nachzuweisen, ob eine Verbindung in der Lage ist, eine Bin- 
dungsaktivitat eines Ligandenbindungsabschnitts eines nukle- 
aren Rezeptors gegeniiber einem Liganden zu verandern, also 
als Agonist, Antagonist oder Inhibitor zu wirken, und in 
diesem Falle insbesondere Massenscreens zum Auffinden sol- 
cher Agonisten- oder Antagonistenverbindungen auszuf iihren; 
und 

4. die Ligandenbindungsf unktion eines Polypeptids oder Pro- 
teins, bei denen eine solche Funktion vermutet wird, fur Li- 
ganden bestimmter nuklearer Rezeptoren nachzuweisen; auch 
hier kann es sich bei den Polypeptiden oder Proteinen insbe- 
sondere um durch Mutation von naturlichen Rezeptoren abge- 
leitete neuartige Ligandenbindungsabschnitte von Rezeptoren 
handeln, deren Ligandenbindungsf unktion noch bestatigt wer- 
den mufi; in diesem Zusammenhang konnen insbesondere Massen- 
screens mit derartigen neuartigen, mutierten Ligandenbin- 
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dungsabschnitten, die beispielsweise in Form einer Rezeptor- 
mutaritenbibliothek, die insbesondere Rezeptormutanten mit 
zufallsbedingt lokalisierten Mutationen im Ligandenbindungs - 
abschnitt enthalt, durchgefuhrt werden, urn neue kiinstliche, 
funktionelle Liganden-Rezeptor-Partner zu finden. 

Die vorstehend genannten Assays konnen im wesentlichen 
analog zu den im Vorangehenden erlauterten Assayvarianten unter 
Nutzung der ersten Variante erfolgen, wobei jedoch in diesem 
Falle der Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs die Abwesenheit eines Liganden fur den Ligandenbin- 
dungsabschnitt des untersuchten Fusionsproteins in der Assay- 
zelle anzeigt. Die letztgenannten Assays werden demzufolge in 
der Regel zwei Nachweise umfassen, und zwar einen Nachweis in 
Anwesenheit von (potentiellem) Ligand, wobei bei Ligandenbin- 
dungseigenschaf t des (potentiellen) Liganden fur den Liganden- 
bindungsabscimitt (zweite Domane) des erf indungsgemaEen Fusi- 
onsproteins keine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs nachzuweisen sein wird, sowie einen weiteren Nach- 
weis in AJbwesenheit des (potentiellen) Liganden, wobei eine 
derartige Aktivierung regelmafiig nachgewiesen werden wird. 

Bei dem Nachweis, ob eine Verbindung in der Lage ist, eine 
Bindungsaktivitat eines Ligandenbindungsabschnitts eines 
nuklearen Rezeptors gegeniiber einem Liganden zu verandern, also 
als Agonist, Antagonist oder Inhibitor zu wirken, erfolgt der 
Nachweis bei gleichzeitiger Anwesenheit von Ligand und 
Verbindung insbesondere liber 

a) die bei Antagonist en- oder Inhibitorwirkung der Verbindung 
moglicherweise doch nachweisbare Aktivierung des Ras- oder 
Ras-ahnlichen Signalwegs, beispielsweise mit anschliefien- 
der Bestimmung der fur eine vollstandige Inaktivitat des 
Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs erf orderlichen 
Ligandenkonzentration bei einer bestimmten Konzentration 
an Verbindung oder einer Bestimmung der Abhangigkeit der 
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Signalwegs -Aktivierung von der Konzentration an Verbindung 
bei einer bestimmten Ligandenkonzentration ; oder 
b) die bei Agonistenwirkung der Verbindung bereits bei einer 
geringeren Ligandenkonzentration vollstandigen Inaktivitat 
des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs; auch hier kann die 
Abhangigkeit der vollstandigen Inaktivitat des Ras- oder 
Ras-ahnlichen Signalwegs von der Konzentration der Verbin- 
dung und/oder des Liganden im Einzelnen bestimmt werden. 
Bei dem Nachweis einer Ligandenbindungsf unktion eines Po- 
lypeptids oder Proteins, bei denen eine solche Funktion vermu- 
tet wird, fur Liganden bestimmter Rezeptoren erfolgt der Nach- 
weis der Ligandenbindungs funktion analog liber die Inaktivitat 
des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs in Anwesenheit von Li- 
gand bei Aktivitat dieses Signalwegs in Abwesenheit von Ligand. 

Die Detektion von nuklearer Rezeptor-Liganden-Interakti- 
onen mittels der erf indungsgemafien Assayverf ahren, Zellen und 
Fusionsproteine ist nicht auf eukaryotische Zellen als In vivo- 
Testsystem beschrankt, sondern kann wahlweise auch in prokaryo- 
tischen Zellen erfolgen. 

Bezuglich der Assaybedingungen sind keine bestimmten allge- 
meinen Vorgaben erf orderlich . Im Falle eines Nachweises der ge- 
gebenenfalls erfolgenden Zellvermehrung ist jedoch darauf zu 
achten, dafi das verwendete Medium eine solche grundsatzlich er- 
moglicht. Sofern in den Zellen Gene und/oder Promotoren, wie er- 
lautert, durch Wahl bestimmter Assaybedingungen inaktiviert wer- 
den konnen und im Zuge des Assays auch inaktiviert werden sol- 
len, sind diese Bedingungen, wie z.B. eine bestimmte restriktive 
Assaytemperatur, bei cdc25 -2 -Zellen z.B. 33 - 37°C / wahrend des 
Assay einzuhalten. Das gewahlte Reaktionsmedium sollte ferner 
nicht mit der Test verbindung oder dem Liganden, die diesem zuge- 
setzt werden, auf eine Weise wechselwirken, da£ der Assay beein- 
trachtigt wird. 



WO 00/40717 U 1^ PCT/EP99/10461 

- 40 - 

Als Liganden konnen in samt lichen vorstehend erlauterten As- 
sayverfahren natiirliche vorkommende Substanzen, wie Hormone, 
insbesondere Steroidhormone, Vitamine, z.B. Vitamin D, Thyroxin 
Oder Retinsaure, wie auch in der Natur nicht vorkommende Sub- 
stanzen, z.B. synthetische Derivate nattirlicher Liganden oder 
Giftstoffe, wie Dioxin, untersucht bzw. bestimmt werden. Da die 
Liganden nuklearer Rezeptoren uberwiegend kleine Molekule mit 
geringer relativer Molekulmasse und von uberwiegend hydrophober 
Natur darstellen, diffundieren diese ohne weitere Mafinahmen in 
die erfindungsgemaSen Assayzellen, urn dort mit dem intrazellular 
und unmittelbar an der Zellmembran lokalisierten Ligandenbin- 
dungsabschnitt des Fusionsproteins eine Bindung einzugehen. So- 
fern gewunscht und/oder erf orderlich, konnen die Zellen jedoch 
vor dem Assay in geeigneter Weise vorbehandelt werden, urn die 
aufiere Zellmembran fur den Durchtritt der Testverbindung oder 
des Liganden durchlassiger zu machen. Ein Beispiel hierfiir ist 
die Herstellung von zellwandlosen Zell- "ghosts " durch z.B. enzy- 
matische Behandlung der Zellen, beispielsweise von zellwandlosen 
Hefezellen. Derartige wie auch auf andere Weise hergestellte 
Zell- "ghosts" sowie Zellen mit zur Erhohung der Permeabilitat 
anderweitig modif izierter Zellwand werden im vorliegenden Zusam- 
menhang von dem Begriff "Zellen" mit umfafit. 

Sollte es sich bei den zu testenden Liganden urn Peptide, Po- 
lypeptide oder Proteine handeln, so konnen diese auch in der As- 
sayzelle ausgehend von in die Assayzelle eingeschleusten Nu- 
kleinsaurekonstrukten, die diese kodieren, exprimiert werden, in 
einer speziellen Variante auch nicht konstitutiv, sondern unter 
Kontrolle eines induzierbaren Promotors; dabei konnen die Kon- 
strukte nach Einschleusen in die Assayzelle chromosomal oder ex- 
trachromosomal, d.h. als Bestandteil eines Episoms, z.B. Plas- 
mids, in dieser vorliegen. Das Inkontaktbringen der Assayzelle 
mit dem Liganden erfolgt bei nicht -konstitutiver Expression dem- 
entsprechend unter den Bedingungen, bei denen die Expression des 
zu testenden Liganden in der Zelle induziert wird. Dem Fachmann 
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sind zu diesem Zweck eine Vielzahl von induzierbaren Promotoren, 
die beispielsweise durch bestimmte Temperaturen oder chemische 
Verbindungen induzierbar sind, bekannt . 

Allgemein ist f estzuhalten, da£ bei Hinzusetzen des zu te- 
stenden Liganden zu der Assayzelle von aufien alle in dem erfin- 
dungsgemaSen Assaysystem zusammenwirkenden Komponenten, d.h. 
insbesondere das Fusionsprotein sowie jegliche Komponenten des 
spezifisch durch die dritte Domane des Fusionsproteins aktivier- 
ten, sich an ein Ras-Protein anschliefcenden Signalwegs, die nur 
an diesem spezifischen Signalweg beteiligt sind, in der Assay- 
zelle konstitutiv exprimiert werden konnen. Bei einer Expression 
des zu testenden Liganden in der Assayzelle konnen bei der er- 
sten Variante, in welcher die dritte Domane ihre Aktivitat zur 
Aktivierung eines sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal- 
wegs nur bei Bindung von Ligand an den Ligandenbindungsabschnitt 
des untersuchten Fusionsproteins ausiiben kann, alle Komponenten 
des As saysys terns , nun einschliefilich des Liganden, bis auf eine 
in der Assayzelle konstitutiv exprimiert werden. Die Assaysy- 
stem-Komponente(n) , deren Gen(e) unter Kontrolle eines induzier- 
baren Promotors vorgesehen wird bzw. werden, wird bzw. werden 
dann insbesondere nur unter Assaybedingungen, d.h. bei Untersu- 
chung der moglicherweise erfolgten Aktivierung des Ras- oder 
Ras-ahnlichen Signaltransduktionsweges , aufgrund der gezielten 
Induktion des/der jeweils eingesetzten induzierbaren Promotors 
bzw. Promotoren exprimiert. Bei der zweiten Variante, bei wel- 
cher die dritte Domane des Fusionsproteins nur bei fehlender Li- 
gandenbindung an die zweite Domane des Fusionsproteins ihre Ak- 
tivitat ausiiben kann, wird bei Expression des Liganden in der 
Assayzelle dessen Gen stets unter Kontrolle eines induzierbaren 
Promotors vorgesehen werden, urn einen Nachweis auch in Abwesen- 
heit des Liganden zu ermoglichen. 



Der Nachweis der Aktivierung des ras-Signaltransduktionswegs 
erfolgt je nach Nachweisstrategie auf dem Fachmann gelaufige 
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Weise. Befinden sich die Zellen wahrend des Assay immobilisiert 
an einem festen Trager, so kann es insbesondere bei Nachweis ei- 
ner Reportergenaktivitat Oder - transkript ion oder eines Repor- 
terproteins erforderlich oder hilfreich sein, die Zellen vor der 
Nachweisreaktion zu solubilisieren, d.h. sie von dem Trager ab- 
zulosen und ggf. auch auf zubrechen. Auch die hierfiir erforderli- 
chen MaEnahmen und Reagenzien sind dem Fachmann wohlbekannt . 

Die Erfindung stellt dariiber hinaus Kits zur Verwendung in 
den erf indungsgema£en Assays bereit, welche es z.B. ermogli- 
chen, schnell und effizient zu bestimmen, ob ein spezifischer 
Ligand in der Lage ist, an einen bestimmten nuklearen Rezeptor 
oder Teile von solchen zu binden. 

Ein erster Kit der Erfindung zur Verwendung in den As- 
sayverfahren zur Bestimmung der Eignung einer Testsubstanz als 
Ligand fur einen Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezeptors, 
zur Bestimmung der Anwesenheit eines Liganden fur einen Rezep- 
torabschnitt eines nuklearen Rezeptors in einer Probe, zur Kon- 
zentrationsbestimmung eines solchen Liganden sowie zur Charak- 
terisierung von Verbindungen als mogliche Agonisten oder Anta- 
gonisten bezuglich nuklearer Rezeptor-Liganden-Wechselwirkungen 
umfaSt jeweils erf indungsgemafie Zellen mit den vorstehend bei 
den Assayverf ahren im Einzelnen erlauterten Eigenschaf ten . So 
enthalten die Zellen des Kits beispielsweise bei einem vorgese- 
henen Nachweis einer Reportergenaktivitat zusatzlich ein Kon- 
strukt mit einer Bindungsstelle fur den Transkriptionsf aktor , 
der spezifisch durch den ras-Signalweg, dessen Aktivierung mit- 
tels der Assays nachgewiesen werden soil, aktiviert wird, einem 
Minimalpromotor und dem Reportergen. Alternativ kann der Kit 
wie auch alle folgenden einen Transformations- bzw. Transfekti- 
onsvektor, der das Konstrukt enthalt, umfassen. Auf diese Weise 
kann der Verwender des Kits bei Wahl dieses Nachweisweges die 
im Kit enthaltenen Assayzellen durch Transformation oder Trans- 
fektion mit diesem Konstrukt ausstatten. In einer weiteren Aus- 
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fiihrungsf orm dieses und aller folgenden Kits enthalt der sepa- 
rat im Kit bereitgestellte Transformations- bzw. Transf ektions- 
vektor nur die Bindungsstelle fiir den Transkriptionsf aktor und 
den damit funktional verkniipften Minimalpromotor sowie eine ge- 
eignet vorgesehene Insertionsstelle fur die Insertion eines 
durch den Verwender frei wahlbaren Reportergens . 

Daruber hinaus kann dieser Kit wie auch alle folgenden un- 
ter anderem gegebenenf alls auch einen Assaypuffer, Reagenzien 
zur Detektion der phanotypischen Aktivierung des sich an ein 
Ras- Protein anschlieSenden Signaltransduktionsweges in diesen 
Zellen und/oder eine Gebrauchsanweisung enthalten. 

Ein alternativer Kit fur die vorstehend genannten Assay- 
verfahren umfafit die folgenden Komponenten : 

a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen der 
sich an ein Ras -Protein anschlieSende Signalweg nicht aktiviert 
werden kann, 

b) einen oder mehrere Transformations- Oder Transf ektionsvekto- 
ren, die mindestens eine DNA-Sequenz enthalten, die ein Fusions- 
protein, wie vorstehend definiert, kodiert, wobei das Fusions- 
protein eine dritte Domane, die in der Lage ist, den inaktiven 
oder inaktivierbaren, sich an ein Ras-Protein anschlie£enden 
Signalweg in den Zellen zu aktivieren, umfafit, 

c) gegebenenf alls Reagenzien zur Transformation oder Transfek- 
tion der Zellen mit dem Transformations- oder Transf ektionsvek- 
tor , 

d) gegebenenf alls Reagenzien zur Detektion der phanotypischen 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal- 
transduktionsweges in diesen Zellen. 

Ein weiterer alternativer Kit ermoglicht die Herstellung der 
Assayzelle mit einem Fusionsprotein, das eine individuell ge- 
wiinschte zweite Domane enthalt. Er umfaSt folgende Komponenten: 
a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg nicht aktiviert 
werden kann, 
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b) einen Transformations- oder Transf ektionsvektor , 
der in geeigneter Anordnung 

eine DNA-Sequenz, die eine erste Domane eines Fusions - 
proteins, wie vorstehend definiert, kodiert, 
eine DNA-Sequenz, die eine dritte Domane eines Fusions 
proteins, wie vorstehend definiert und die in der Lage 
ist, den inaktiven oder inaktivierbaren, sich an ein 
Ras -Protein anschliefienden Signalweg in den Zellen zu 
aktivieren, kodiert, und 

eine geeignet angeordnete Insertionsstelle zur funktio 
nalen Insertion einer DNA-Sequenz, die eine zweite Do- 
mane, wie vorstehend definiert, kodiert, 
aufweist, wobei nach Insertion einer DNA-Sequenz fur die zweite 
Domane der Vektor ein vollstandiges Gen fur ein Fusionsprotein, 
wie es vorstehend definiert wurde, umfafit, 

c) gegebenenf alls Reagenzien zur Transformation oder Transfek- 
tion der Zellen mit dem Transformations- oder Transf ektionsvek- 
tor , 

d) gegebenenf alls Reagenzien zur Detektion der phanotypischen 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal- 
transduktionsweges in diesen Zellen. 

Auch fur die beiden letztgenannten Assays gilt, dafc die in 
dem Kit enthaltenen Zellen bei einem vorgesehenen Nachweis einer 
Reportergenaktivitat u.a. zusatzlich auch ein Konstrukt, umfas- 
send eine Bindungsstelle fur einen Transkriptionsf aktor, dessen 
Aktivierung infolge der Aktivierung des speziellen ras- Signal - 
wegs, dessen Aktivierung durch den Assay nachgewiesen werden 
soil, erfolgt, einen Minimalpromotor und das Reportergen, wie 
vorstehend erlautert, enthalten konnen, oder es kann alternativ 
getrennt von den Zellen ein Transformations- oder Transf ekt ions - 
vektor mit dem Transkriptionsf aktorbindungsstelle-Minimalpromo- 
tor-Reportergen-Konstrukt oder mit einem andersartigen Kon- 
strukt, umfassend die Transkriptionsf aktorbindungsstelle und den 
Minimalpromotor und daruber hinaus eine geeignet angeordneten 
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Insertionsstelle fur ein frei wahlbares Reportergen, vorgesehen 
we r den. 

Durch die Erfindung werden auch Kits fur die erf indungsge- 
mafien Assayverf ahren zum Nachweis, ob ein Polypeptid oder Pro- 
tein eine Ligandenbindungsf unktion eines nuklearen Rezeptors 
aufweist, bereitgestellt . Ein hierfiir geeigneter Kit umfafit 
erf indungsgemafie Zellen, wobei das darin enthaltene Fusionspro- 
tein eine zweite Domane, die ein Polypeptid oder Protein umfafit, 
bei dem eine Ligandenbindungsf unktion eines nuklearen Rezeptors 
vermutet wird, umfafit. 

Ein alternativer Kit umfafit folgende Komponenten : 

a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg nicht aktiviert 
werden kann, 

b) einen oder mehrere Transformations- oder Transf ektionsvekto- 
ren, die mindestens eine DNA-Sequenz umfassen, die ein Fusions- 
protein, wie vorstehend definiert, dessen zweite Domane ein Po- 
lypeptid oder Protein, bei dem eine Ligandenbindungsf unktion ei- 
nes nuklearen Rezeptors vermutet wird, umfafit und dessen dritte 
Domane in der Lage ist, den inaktiven oder inaktivierbaren, sich 
an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweg in den Zellen zu ak- 
t ivieren , kodiert , 

c) gegebenenf alls Reagenzien zur Transformation oder Transfek- 
tion der Zellen mit dem Transformations- oder Transf ektionsvek- 
tor , 

d) gegebenenf alls Reagenzien zur Detektion der phanotypischen 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal- 
transduktionsweges in diesen Zellen. 

Ein alternativer Kit zur Verwendung in dem genannten Assay 
ermoglicht die gezielte Bereitstellung einer Assayzelle mit ei- 
nem Fusionsprotein, das ein gewiinschtes, auf seine Ligandenbin- 
dungsf unktion zu untersuchendes Polypeptid oder Protein als 
zweite Domane umfafit . Ein solcher Kit umfafit : 
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a) 



Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 



sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg nicht aktiviert 
werden kann, 



eine DNA-Sequenz, die eine erste Domane eines Fusions - 
proteins, wie vorstehend definiert, kodiert, und 
eine DNA-Sequenz, die eine dritte Domane eines Fusions - 
proteins, wie vorstehend definiert und die in der Lage 
ist, den inaktiven oder inaktivierbaren, sich an ein 
Ras-Protein anschlieEenden Signalweg in den Zellen zu 
aktivieren, kodiert, und 

eine geeignet angeordnete Insertionsstelle zur funktio- 
nalen Insertion einer DNA-Sequenz, die eine zweite Do- 
mane, enthaltend ein Polypeptid oder Protein, bei dem 
eine Ligandenbindungsf unktion eines nuklearen Rezeptors 
vermutet wird, kodiert , 



aufweist, wobei nach Insertion einer DNA-Sequenz fur die zweite 
Domane der Vektor ein vollstandiges Gen fur ein Fusionsprotein, 
wie vorstehend definiert, bei dem die zweite Domane ein Polypep- 
tid oder Protein enthalt, bei dem eine Ligandenbindungsf unktion 
eines nuklearen Rezeptors vermutet wird, umfaEt, 

c) gegebenenf alls Reagenzien zur Transformation oder Transf ek- 
tion der Zellen mit dem Transformations- oder Transf ektionsvek- 
tor, 

d) gegebenenf alls Reagenzien zur Detektion der phanotypischen 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal- 
transduktionsweges in diesen Zellen. 

Bei einem vorgesehenen Nachweis einer Report ergenakt ivit at 
enthalt en in einer Ausf iihrungsf orm die Zellen in den vorstehend 
genannten Kits zusatzlich ein Konstrukt, umfassend eine Bin- 
dungsstelle fur einen Transkriptionsf aktor , dessen Aktivierung 
infolge einer Aktivierung des speziellen ras-Signalwegs , dessen 
Aktivierung durch den Assay nachgewiesen werden soil, erfolgt, 



b) 



einen Transformations- oder Transf ektionsvektor, 



der in geeigneter Anordnung 
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einen Minimalpromotor und das Reportergen, wie vorstehend erlau- 
tert, Oder es kann alternativ getrennt von den Zellen ein Trans- 
formations- oder Transf ektionsvektor mit dem Transkriptionsf ak- 
torbindungss telle -Minimalpromotor- Report ergen-Konstrukt oder mit 
einem andersartigen Konstrukt, umfassend die Transkriptionsf ak- 
torbindungsstelle und den Minimalpromotor und dariiber hinaus ei- 
ne geeignet angeordneten Insert ionsstelle fur ein frei wahlbares 
Reportergen, vorgesehen werden. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung umfassen 
die erf indungsgemafien Kits die Zellen immobilisiert auf einem 
festen Trager, wie vorstehend erlautert, insbesondere auf Bio- 
chips. Fur Massenscreens ist insbesondere die Immobilisierung 
der Zellen in den individuellen Vertiefungen von Mikrotiterplat - 
ten geeignet, so dafi auf einer solchen Platte eine Vielzahl von 
separaten Assayverf ahren durchgefiihrt werden konnen. Es ist 
hierbei auch moglich, unterschiedliche erf indungsgema£e Zellen, 
d.h. insbesondere Zellen mit unterschiedlicher zweiter Domane, 
in Vertiefungen in jeweils bestimmten Abschnitten auf ein und 
derselben Mikrotiterplatte vorzusehen. 

Befinden sich die Zellen in dem Kit immobilisiert an einem 
festen Trager, so kann es insbesondere bei Nachweis einer Repor- 
tergenaktivitat oder eines Reporterproteins erforderlich oder 
hilfreich sein, die Zellen vor der Nachweisreaktion zu solubili- 
sieren, d.h. sie von dem Trager abzulosen und ggf . auch aufzu- 
brechen. Fur diesen Fall konnen die unter d) genannten Reagenzi- 
en zur Detektion der phanotypischen Aktivierung des ras-Signal- 
transduktionsweges auch geeignete Solubilisierungsreagenzien, 
die insbesondere ein oder mehrere grenzf lachenaktive Mittel oder 
Tenside enthalten, umfassen. 

Aufierdem erstreckt sich die Erfindung auch auf 
Liganden fur einen Bindungsabschnitt eines Rezeptors, 
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Verbindungen, die in der Lage sind, eine Bindungsaktivitat 
eines Ligandenbindungsabschnitts eines Rezeptors gegeniiber 
einem Liganden zu verandern, (im Folgenden als „Modifizie- 
rungsverbindungen" bezeichnet) sowie 

Polypeptide oder Proteine, die eine Ligandenbindungsf unktion 

eines Rezeptors aufweisen, 
die mittels eines der Assayverf ahren der Erfindung bestimmt oder 
ermittelt worden sind, sowie Zusammensetzungen, die diese Ligan- 
den, Verbindungen und/oder Polypeptide oder Proteine enthalten. 

Hinsichtlich Polypeptiden oder Proteinen, die eine Liganden- 
bindungsf unktion eines Rezeptors aufweisen und zur Erzeugung des 
Fusionsproteins, wie in Anspruch 1 definiert, von einem natiir- 
lich aufgefundenen oder synthetisch erzeugten Molekiil abgeleitet 
worden sind, umfafit die Erfindung sowohl das in den erfindungs- 
gemafi eingesetzten Fusionsproteinen enthaltene Fragment mit Li- 
gandenbindungsf unktion als auch das Ausgangsf ragment- bzw. - 
molekul. Nur der Klarheit halber sei diesbeziiglich angemerkt, 
dafi die Erzeugung des Fusionsproteins in der Regel durch Expres- 
sion einer dieses Fusionsprotein kodierenden Nukleinsauresequenz 
in einer Zelle erf olgt . Das Ableiten eines Polypeptids oder Pro- 
teins mit Ligandenbindungsf unktion eines Rezeptors von einem 
groEeren Ausgangsmolekiil erfolgt dementsprechend in der Regel in 
analoger Weise auf Nukleinsaure-Ebene , indem lediglich ein oder 
mehrere Abschnitte der das Ausgangsmolekiil kodierenden Nuklein- 
sauresequenz, gegebenenf alls unter darauf f olgender Klonierung 
zur Anfugung von Abschnitten, die weitere Fusionsproteinkompo- 
nenten oder -abschnitte kodieren, fur die Expression des Fusi- 
onsproteins genutzt werden. Im Rahmen des Ableitens konnen auch 
eine oder mehrere geringfugige Nukleinsauresequenzmodif izierun- 
gen in der Ausgangssequenz oder dem oder den Nukleinsaureab- 
schnitt(en) vorgenommen werden, bevorzugt solcher Art, da£ das 
resultierende Nukleinsauremolekiil unter stringenten Bedingungen 



WO 00/40717 PCT/EP99/10461 

- 49 - 

noch mit dem jeweiligen Ausgangsnukleinsauremolekiil hybridi- 
siert . 

Die Erfindung umfafit dementsprechend auch ein Verfahren zur 
Identif izierung von Polypeptide!! oder Proteinen, insbesondere 
Rezeptoren, die eine Ligandenbindungsf unkt ion eines Rezeptors 
aufweisen, welches umf a£t : 

eine erf indungsgemaSe Zelle mit einem Fusionsprotein, das 
die in Anspruch 1 beschriebenen Merkmale aufweist und die 
Gesamtheit eines derartigen Polypeptids oder Proteins Oder 
einen Teil eines derartigen Polypeptids oder Proteins, der 
mutma£lich die fur die Ligandenbindungsf unktion essentiellen 
Sequenzabschnitte enthalt, umf a£t , herzustellen und 
mittels dieser Zelle das erf indungsgemaSe in vivo- 
Assayverf ahren zum Nachweis, ob ein Polypeptid oder Protein 
eine Ligandenbindungsf unktion eines nuklearen Rezeptors auf- 
weist , auszuf iihren. 
sowie die das durch dieses Verfahren identif izierten Molekiile. 

Die Erfindung erstreckt sich gleichfalls auf 

die Verwendung der vorstehend genannten, durch die erf in- 
dungsgemafien Assay- Verfahren identif izierten Liganden, Modi- 
f izierungsverbindungen und Polypeptide bzw. Proteine als 
Arzneimittel , gegebenenf alls nach Formulierung mit in diesem 
Bereich liblichen Hilfs- und/oder Tragerstof f en, sowie 
die Verwendung der Liganden, Modif izierungsverbindungen und 
Polypeptide bzw. Proteine als Leitsubstanzen zur Entwicklung 
von davon - insbesondere durch Derivatisierung - abgeleite- 
ten Liganden, Modif izierungsverbindungen und Polypeptiden 
bzw. Proteinen, insbesondere solchen mit entsprechender oder 
verbesserter Aktivitat gegeniiber der jeweiligen Leitsub- 
stanz . 
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Somit umfaEt die Erfindung auch ein Verfahren zur Herstel- 
lung von Liganden, Modif i z i e rung s ve rbindungen , Polypeptiden oder 
Proteinen durch ein- oder mehrfache Derivatisierung ausgehend 
von mittels der erf indungsgemafien Assayverfahren identif izierten 
Liganden, Modif izierungsverbindungen , Polypeptiden oder Protei- 
nen. Dieses Verfahren kann gegebenenf alls zusatzlich die Schrit- 
te umfassen, 

auch die durch die Derivatisierung erhaltenen Liganden, Mo- 
dif izierungsverbindungen, Polypeptide oder Proteine mittels 
der erf indungsgemafien Assay-Verf ahren auf Ligandenf unktion 
bzw. Ligandenbindungsf unktion zu testen, und/oder 
die durch die Derivatisierung erhaltenen Liganden, Modif i - 
zierungsverbindungen, Polypeptide oder Proteine in iiblicher 
Weise als Arzneimittel zu f ormulieren . 
Des weiteren erstreckt sich die Erfindung auch auf die durch 
dieses Verfahren erhaltenen Liganden, Modif izierungsverbindun- 
gen, Polypeptide und Proteine, d.h. die durch dieses Verfahren 
erhaltenen f unktionellen Derivate. 

Fur eine Verwendung als Gentherapeutika, die die Expression 
eines Polypeptids oder Proteins, das eine Ligandenbindungsf unk- 
tion eines Rezeptors, insbesondere nuklearen Rezeptors aufweist, 
insbesondere in menschlichen oder tierischen Zellen bewirken 
sollen, umfa£t die Erfindung des weiteren Nukleinsauremolekiile , 
die ausgehend von einem mittels der erf indungsgemaEen Assay-, 
Identif izierungs- , Screening- oder Herstellungsverf ahren identi- 
fizierten Polypeptid oder Protein, insbesondere Rezeptor, durch 
ein Verfahren erhalten werden, das die Bereitstellung des das 
Polypeptid oder Protein kodierenden Gens oder eines Teils davon, 
der zumindest die fur die Aktivitat des kodierten Polypeptids 
oder Proteins essentiellen Nukleinsauresequenzabschnitte umfafit, 
in im wesentlichen reiner Form, d.h. insbesondere im wesentli- 
chen frei von anderen Nukleinsauren , die fur die Verwendung als 
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Gentherapeutikum nicht erforderlich oder gar abtraglich sind, 
umfalSt. Dieses Verfahren kann, sofern noch nicht bekannt , die 
vorab erfolgende Ident if izierung des Gens, das dieses Polypeptid 
oder Protein kodiert, erfordern. Insbesondere kann das Verfahren 
zusatzlich auch die folgenden Schritte umfassen: 

sofern noch nicht bekannt, die Aminosauresequenz des Poly- 
peptids oder Proteins, insbesondere Rezeptors, zu bestimmen, 
und/ oder 

sofern noch nicht bekannt, das Gen, das dieses Polypeptid 
oder Protein kodiert, zu identif izieren und zumindest die 
Sequenz der kodierenden Abschnitte dieses Gens zu bestimmen, 
gegebenenf alls Modif izierungen in der erhaltenen Nukleinsau- 
resequenz vorzunehmen, beispielsweise zum Anpassen der Co- 
donnutzung an diejenige eines gewiinschten Empf angerorganis- 
mus, zum Einfiihren von Mutationen oder zur Entfernung von 
Intron- Sequenzen , und 

die gegebenenf alls modifizierte Nukleinsauresequenz in Form 
eines Gentherapeutikums zu formulieren. 

In einem gegenwartig bevorzugt verwendeten experimentellen 
System der Erfindung, fehlt einem mutierten Ras-Protein (Ha-Ras 
(61L) , welches ein Bestandteil des von der Nukleinsauresequenz 
kodierten Fusionsproteins ist, die Farnesylierungssequenz , wel- 
che fur eine Membranlokalisierung des Proteins sorgt . Des wei- 
teren wird als Zellsystem, welches in einem ras- oder ras-ahn- 
lichen Signaltransduktionsweg inaktiv ist, der Hefestamm 
cdc25-2 verwendet . Wie erlautert , ist in diesen Zellen das 
Ras-Protein bei einer restriktiven Temperatur von 33-37°C, ty- 
pischerweise 36°C, infolge der Abwesenheit eines f unktionellen 
Guaninnukleotid-Austauschf aktors (GEF; "guanyl nucleotide ex- 
change factor") nicht funktionell. Die Expression eines f unk- 
tionellen, membranstandigen Ras-Proteins in Fusion mit einem 
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nuklearen Rezeptor und/oder Teilen von solchen kann dadurch de- 
tektiert werden, daS die Hefezellen unabhangig von der Anwesen- 
heit eines f unktionellen GEF-Proteins bei den genannten re- 
striktiven Temperaturen wachsen konnen, sofern ein passender 
Ligand des exprimierten nuklearen Rezeptors vorhanden ist. 

Urn die Erfindung weiter zu erlautern, folgt nun die Beschrei- 
bung eines exemplarischen Beispiels. 

Material und Methoden 

Als Basisvektor dient ein Vektor mit einem Markergen (Ura) und 
einem Galaktose- induzierbaren Promotor (GALI) fur das zu expri- 
mierende Fusionsgen. Wie in Fig. 2 schematisch gezeigt, kodiert 
die zu exprimierende DNA-Sequenz: 

1. ein Myristylierungssignal, 

2 . die Ligandenbindungsdomane des humanen Ostrogenrezeptors 
(Aminosauren 2 82-595) , 

3. das humane Ha-Ras (L61) , welches konstitutiv aktiv ist und 
dem die sogenannte CAAX-Box, das Farnesylierungssignal zur Mem- 
branlokalisierung f ehlt . 

Hefewachstum und -manipulation 

Es wurden konventionelle Hef e-Transf ormations - und - 
manipulationsprotokolle (siehe z.B. Hill et al . (1991), NAR 19, 
5791) verwendet . Die Zellen wurden entweder auf einem Glucose- 
minimalmedium, welches die erf orderlichen Aminosauren und Nu- 
kleotide (20 mg/1 Histidin, 100 mg/1 Leucin, 20 mg/1 Trypto- 
phan, 20 mg/1 Uracil, 10 mg/1 Adeninsulf at ) , 2% Glucose, 0,5% 
NH 4 S0 4 , 0,17% Hefeextrakt und 4% Agar enthalt, oder auf Galakto- 
semedium (1,7 g/1 Yeast Nitrogen ohne Aminosauren, 5 g/1 Ammo- 
niumsulfat, 30 g/1 Galaktose (> 99%) 20 g/1 D-Raffinose, 20 g/1 
Glycerin (100%), 30 g/1 Bacto-Agar) ausplattiert . 
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Zur Kontrolle wurden Klone auf YPD-Medium (1% Hefeextrakt, 2% 
Bactotrypton und 2% Glucose) ausplattiert . YPD-Medium enthalt 
keine Galactose, so da£ keine Expression des Fusionsproteins 
erfolgen sollte. Erfolgreich transf ormierte Klone zeigten bei 
Ziichtung auf diesem Medium bei Zusatz des Liganden Ostrogen, 
wie erwartet, keine Zellvermehrung . 

Replika- Piatt ierungen wurden mit einem Samt -Replikaplattierer 
durchgef uhrt . Die Zellen wurden nach der Transformation mit dera 
vorstehend beschriebenen Nukleinsaurevektor auf Glucoseplatten 
ausplattiert und bei einer nicht-restriktiven Temperatur von 
25°C drei bis vier Tage inkubiert . Anschliefiend wurden ver- 
schiedene Fliissigmedien (mit und ohne Ostrogen) mit jeweils 3 
unabhangigen Klonen angeimpft und bei 3 7°C 12 bis 36 h inku- 
biert und anschliefiend das Wachstum der Hefen in den verschie- 
denen Fliissigmedien durch photometrische Messung der optischen 
Dichte bei 600 nm detektiert . Die folgende Tabelle gibt einen 
Uberblick uber die gewahlten Medien und die erzielten Resulta- 
te : 

TABELLE 1 

Detektion des Wachstums von cdc25 -2 -Hef ezellen 
in Abhangigkeit von verschiedenen 
Sstrogenkonzentrationen im Medium 





Glu- 


Glu- 


Gal- 


Gal- 


Gal- 


Gal- 


Gal- 


Gal- 




Medium 


Medium 


Medium 


Medium 


Medium 


Medium 


Medium 
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- E 


+ E 


+ E 


+ E 


+ E 


+ E 






(10' 5 M) 
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*+- 
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Glu -Medium: Glucosemedium 
Gal -Medium : Galactosemedium 
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E 



Ostrogen 



kein Wachstum der Hefen 



Wachstum der Hefen 



+ /-: 



schwaches Wachstum der Hefen 
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ANSPRTTCHB 

1. Fusionsprotein, umfassend mindestens drei Domanen, wobei 

eine erste Domane eine Membranlokalisierung des Fusionspro- 

teins in einem zellularen Kontext vermittelt und 

eine zweite Domane eine Ligandenbindungsf unktion eines nu- 

klearen Rezeptors aufweist oder mutma£lich aufweist, 

eine dritte Domane eine Aktivitat aufweist, die in der Lage 

ist, einen sich an ein Ras-Protein anschlie£enden Signalweg in 

einer Zelle zu aktivieren, 

dadurch gekennzeichnet , dafi bei fehlender Bindung oder, alterna- 
tiv, bei Bindung von Ligand an die zweite Domane die dritte Do- 
mane ihre Aktivitat zur Aktivierung eines sich an ein Ras- 
Protein anschliefienden Signalwegs in einer Zelle trotz Membran- 
lokalisierung nicht ausuben kann. 

2. Fusionsprotein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da£ 
die einzelnen Domanen innerhalb des Fusionsproteins in Richtung 
vom N-Terminus zum C-Terminus in der Abfolge erste Domane, zwei- 
te Domane, dritte Domane oder in der Abfolge dritte Domane, 
zweite Domane, erste Domane angeordnet sind. 

3. Fusionsprotein nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die Unfahigkeit der dritten Domane zur Aktivierung ei- 
nes sich an ein Ras-Protein anschlie£enden Signalwegs bei feh- 
lender Bindung von Ligand an die zweite Domane darauf beruht, 
da£ bei fehlender Bindung von Ligand an die zweite Domane die 
dritte Domane durch einen sich an das Fusionsprotein anlagernden 
Multiproteinkomplex so komplexiert werden kann, dafi die dritte 
Domane nicht in der Lage ist, ihre Aktivitat zur Aktivierung ei- 
nes sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalwegs in einer 
Zelle auszuiiben. 
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4. Fusionsprotein nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , dafi 
es fur die Anlagerung des Multiproteinkomplexes einen zusatzli- 
chen Proteinabschnitt innerhalb der zweiten Domane oder als 
vierte Domane umfafit. 



5. Fusionsprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die erste Domane die Aminosauresequenz eines 
Membranlokalisierungssignals, insbesondere eines Farnesylie- 
rungssignals , Myristylierungssignals oder Prenylierungssignals , 
oder einer Transmembrandomane umf alSt oder davon abgeleitet ist . 

6. Fusionsprotein nach einem der vorangegangenen Anspriiche, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Aminosauresequenz der zweiten Do- 
mane eine Aminosauresequenz eines Rezeptorabschnitts eines in 
der Natur vorkommenden nuklearen Rezeptors umfaEt oder davon ab- 
geleitet ist . 

7. Fusionsprotein nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafc 
die Aminosauresequenz der zweiten Domane die Aminosauresequenz 
des Rezeptorabschnitts eines Steroid-Rezeptors , eines Orphan- 
Rezeptors, eines Vitamin-Rezeptors , beispielsweise eines Vitamin 
D-Rezeptors, eines Thyroxin-Rezeptors , eines Dioxin-Rezeptors 
oder eines Ret insaurerezeptors umfaEt oder davon abgeleitet ist. 

8. Fusionsprotein nach Anspruch 6 oder 7 , dadurch gekennzeich- 
net, daS die Aminosauresequenz der zweiten Domane eine Aminosau- 
resequenz umfaEt, die von der Aminosauresequenz eines Rezepto- 
rabschnitts eines in der Natur vorkommenden nuklearen Rezeptors 
durch Mutation, insbesondere durch Anfiigen, Substitution, Dele- 
tion, Insertion und/oder Modif izierung einer oder mehrerer Ami- 
nosauren oder Gruppen von Aminosauren, abgeleitet ist. 



9. Fusionsprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, da£ die zweite Domane einen in der Natur nicht 
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vorkommenden, beispielsweise durch "molecular modelling" erzeug- 
ten, synthetischen Rezeptorabschnitt mit einer Ligandenbindungs - 
funktion eines nuklearen Rezeptors umf a£t . 

10. Fusionsprotein nach einem der vorangegangenen Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet , dafi die dritte Domane die Aktivitat eines 
aktiven und insbesondere konstitutiv aktiven Ras-Proteins auf- 
weist . 



11. Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die dritte Domane die Aktivitat eines funktio- 
nellen Guaninnukleotid-Austauschf aktors aufweist. 

12. Fusionsprotein nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafc 
die Aminosauresequenz der dritten Domane von der Aminosaurese- 
quenz des CDC25 -Proteins aus Sac char omyces cerevisiae, eines 
SOS-Proteins aus einem Saugetier oder eines SOS -ahnlichen Pro- 
teins aus einem beliebigen Organismus abgeleitet ist. 

13. Fusionsprotein nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, da£ 
die Aminosauresequenz der dritten Domane mindestens die fur die 
Aktivitat des CDC25 -Proteins , des SOS -Proteins oder des SOS- 
ahnlichen Proteins erf orderlichen Aminosaureseguenzabschnitte 
eines dieser Proteine umf aSt . 

14. Fusionsprotein nach Anspruch 1-11, dadurch gekennzeichnet, 
da£ die dritte Domane eine Aminosauresequenz umf a£t , die von der 
Aminosauresequenz eines in der Natur vorkommenden Ras-Proteins 
oder eines in der Natur vorkommenden Guaninnukleotid-Austausch- 
faktors oder der fur die Aktivitat erf orderlichen Abschnitte da- 
von durch Mutation, insbesondere durch Anfugen, Substitution, 
Deletion, Insertion und/oder Modif izierung einer oder mehrerer 
Aminosauren oder Gruppen von Aminosauren, abgeleitet ist. 
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15. DNA-Molekiil, das das Fusionsprotein nach einem der Anspriiche 
1 bis 14 kodiert. 



16. Vektor, insbesondere Plasmid, Cosmid, Viren- oder Phagenge- 
nom, umfassend mindestens ein DNA-Molekiil nach Anspruch 15. 

17. Vektor nach Anspruch 16, der zur Transformation oder Trans- 
fektion einer Wirtszelle geeignet ist. 

18. Vektor nach Anspruch 16, der zur Expression mindestens eines 
Fusionsproteins geeignet ist, dadurch gekennzeichnet , dafi er 
mindestens ein DNA-Molekiil nach Anspruch 15 unter Kontrolle ei- 
nes oder mehrerer in einer Wirtszelle f unktionsf ahiger Promoto- 
ren umfafit. 



19. Zelle, umfassend ein Fusionsprotein nach einem der Anspriiche 
1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dafi bei fehlender Bindung 
oder, alternativ, bei Bindung von Ligand an die zweite Domane 
des Fusionsproteins die dritte Domane ihre Aktivitat zur Akti- 
vierung eines sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalwegs 
in der Zelle trotz Membr anloka 1 i s i e rung nicht ausiiben kann, je- 
doch bei Bindung von Ligand an die zweite Domane bzw. , bei der 
alternativen Variante, bei Abdissoziierung des Ligands von der 
zweiten Domane eine Konf ormationsanderung mit Auswirkungen auf 
die dritte Domane bewirkt wird, so dafi die dritte Domane ihre 
Aktivitat zur Aktivierung eines sich an ein Ras-Protein an- 
schliefienden Signalwegs in der Zelle ausiiben kann. 

20. Zelle nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dafi die Un- 
fahigkeit der dritten Domane des Fusionsproteins zur Aktivierung 
eines sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalwegs bei feh- 
lender Bindung von Ligand an die zweite Domane des Fusionspro- 
teins darauf beruht, dafi bei fehlender Bindung von Ligand an die 
zweite Domane die dritte Domane durch einen sich an das Fusions- 
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protein anlagernden Multiproteinkomplex so komplexiert werden 
kann, daS die dritte Domane nicht in der Lage ist, ihre Aktivi- 
tat zur Aktivierung eines sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalwegs in der Zelle auszuiiben, jedoch bei Bindung von Ligand 
an die zweite Domane eine Konf ormationsanderung mit Auswirkungen 
auf die dritte Domane bewirkt wird, so dafi in der Folge der Mul- 
tiproteinkomplex zumindest teilweise von dem Fusionsprotein ab- 
dissoziiert und die dritte Domane ihre Aktivitat zur Aktivierung 
eines sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalwegs in der 
Zelle ausiiben kann. 

21. Zelle nach Anspruch 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet , da£ 
sie zwei oder mehr Fusionsproteine nach einem der Anspriiche 1 
bis 14 umf a£t . 

22. Zelle nach einem der Anspriiche 19 bis 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Zelle eine einzellige prokaryot ische oder eu- 
karyotische Zelle, und insbesondere eine Hefezelle, speziell ei- 
ne zellwandlose Hefezelle, ist. 

23. Zelle nach einem der Anspriiche 19 bis 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi in Abwesenheit von Fusionsprotein zumindest unter 
bestimmten Bedingungen ein sich an ein Ras-Protein anschlie£en- 
der Signalweg in der Zelle nicht aktiviert werden kann. 

24. Zelle nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dafi sie min- 
destens ein Fusionsprotein mit einer dritten Domane, die in der 
Lage ist, den in Abwesenheit des Fusionsproteins inaktiven oder 
inaktivierbaren, sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal- 
weg in der Zelle zu aktivieren, umf afit . 

25. Zelle nach Anspruch 23 oder 24, dadurch gekennzeichnet, dafc 
der sich an ein Ras-Protein anschlie£ende Signalweg auf den 
Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung fur die Zellvermeh- 
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rung essenziell ist oder der sich an ein Ras-Protein anschlie- 
fiende Signalweg alternativ der Aktivierung von Transkriptions- 
faktoren fur Gene, die fur die Zellvermehrung nicht essenziell 
sind, dient . 

26. Zelle nach einem der Anspruche 23 bis 25, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Aktivierbarkeit des sich an ein Ras-Protein 
anschlie£enden Signalwegs in Abwesenheit von Fusionsprotein tem- 
peraturabhangig ist . 

27. Zelle nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet , dafi die feh- 
lende Aktivierbarkeit des sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalwegs in Abwesenheit von Fusionsprotein bei bestimmten Tem- 
peraturen auf zumindest einer Mutation eines zelleigenen Guanin- 
nukleotid-Austauschf aktors beruht, welche bewirkt , dafi dieser 
oberhalb einer bestimmten Temperatur f unkt ionsunf ahig wird. 

28. Zelle nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dafi sie eine 
Zelle des Saccharomyces cerevisiae-Hef estamms cdc25-2 ist oder 
von diesem abgeleitet ist. 

29. Zelle nach Anspruch 2 7 oder 28, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Zelle ein Fusionsprotein umfafit, dessen dritte Domane die 
Aktivitat eines f unktionellen Guaninnukleotid-Austauschf aktors 
auf weist . 

30. Zelle nach Anspruch 2 7 oder 28, dadurch gekennzeichnet, da£ 
die Zelle ein Fusionsprotein umfafit, dessen dritte Domane die 
Aktivitat eines aktiven und insbesondere konstitutiv aktiven 
Ras-Proteins aufweist . 

31. Zelle nach Anspruch 26 oder 27, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die fehlende Aktivierbarkeit des sich an ein Ras-Protein an- 
schlieEenden Signalwegs in Abwesenheit von Fusionsprotein bei 
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bestimmten Temperaturen auf zumindest einer Mutation eines zel- 
leigenen Ras- Proteins beruht, welche bewirkt , dafi dieses ober- 
halb einer bestimmten Temperatur f unktionsunf ahig wird. 

32. Zelle nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet , dafi die feh- 
lende Aktivierbarkeit des sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalwegs in Abwesenheit von Fusionsprotein auf einer Deletion 
des Membranlokalisierungssignals , insbesondere Farnesylierungs- 
signals, des zelleigenen Ras-Proteins oder auf einer Mutation 
dieses Membranlokalisierungssignals, welche bewirkt, daS keine 
Bindung des Ras-Proteins an zellulare Membranen mehr erfolgt, 
beruht . 

33. Zelle nach Anspruch 31 oder 32, dadurch gekennzeichnet , dafi 
die Zelle ein Fusionsprotein umfaSt, dessen dritte Domane die 
Aktivitat eines aktiven und insbesondere konstitutiv aktiven 
Ras-Proteins aufweist . 

34. Zelle nach einem der Anspruche 19 bis 33, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi sie auf einem festen Trager aufgebracht ist. 

35. Zelle nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dafi sie auf 
Biochips immobilisiert ist . 

36. in vivo-Assay zur Bestimmung der Eignung einer Testsubstanz 
als Ligand fiir einen Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezep- 
tors, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Testsubstanz mit Zellen nach einem der 
Anspriiche 2 3 bis 3 5 unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit 
des Fusionsproteins ein sich an ein Ras-Protein anschliefiender 
Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das 
in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die 
den genannten Rezeptorabschnitt umfafit, und eine dritte Domane, 
die bei Bindung von Ligand an die zweite Domane in der Lage ist, 
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den inaktiven, sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweg 
in den Zellen zu aktivieren, umfafit, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschliefienden Signalweges erfolgt ist, 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschliefienden Signalweges die Bindungsf ahigkeit der Testsub- 
stanz an die zweite Domane des Fusionsproteins und dementspre- 
chend an den Rezeptorabschnitt anzeigt . 

37. Assay nach Anspruch 36, wobei Schritt (b) umfafit, die Akti- 
vierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweges 
liber die gegebenenf alls erfolgende Expression eines Reporter- 
gens, die nur aufgrund der infolge der Aktivierung des sich an 
ein Ras-Protein anschliefienden Signalweges erfolgenden Aktivie- 
rung eines spezifischen Transkriptionsf aktors erfolgt, nachzu- 
weisen, wobei der Nachweis der Expression des Reportergens die 
Bindungsf ahigkeit der Testsubstanz an die zweite Domane des Fu- 
sionsproteins und dement sprechend an den Rezeptorabschnitt an- 
zeigt . 

38. Assay nach Anspruch 36, wobei in Schritt (a) Zellen, bei de- 
nen der inaktive, sich an ein Ras-Protein anschliefiende Signal- 
weg ein Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und des- 
sen Aktivierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, einge- 
setzt werden und Schritt (b) umfafit, zu untersuchen, ob die Zel- 
len unter den genannten Bedingungen vermehrungsf ahig sind, wobei 
ein Nachweis der Vermehrungsf ahigkeit der Zellen die Bindungsfa- 
higkeit der Testsubstanz an die zweite Domane des Fusionspro- 
teins und dementsprechend an den Rezeptorabschnitt anzeigt. 

39. In vivo-Assay zur Bestimmung der Eignung einer Testsubstanz 
als Ligand fur einen Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezep- 
tors, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte : 
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(a) Inkontaktbringen der Testsubstanz mit Zellen nach einem der 
Anspriiche 23 bis 3 5 unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit 
des Fusionsproteins ein sich an ein Ras-Protein anschliefiender 
Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das 
in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die 
den genannten Rezeptorabschnitt umfafit, und eine dritte Domane, 
die nur bei fehlender Bindung von Ligand an die zweite Domane in 
der Lage ist, den inaktiven, sich an ein Ras-Protein anschlie- 
fienden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, umfafit, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des sich an ein Ras- 
Protein anschliefienden Signalweges erfolgt ist, 

(c) Untersuchen von Zellen, wie sie in Schritt (a) eingesetzt 
wurden, unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit des Fusions- 
proteins ein sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg in 
den Zellen nicht aktiviert werden kann, in Abwesenheit der Test- 
substanz auf Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschlie- 
fienden Signal wegs , 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschliefienden Signalwegs in Abwesenheit der Testsubstanz und 
die Inaktivitat des sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalwegs in Anwesenheit der Testsubstanz die Bindungsf ahigkeit 
der Testsubstanz an die zweite Domane des Fusionsproteins und 
dement sprechend an den Rezeptorabschnitt anzeigt . 

40. Assay nach einem der Anspriiche 3 6 bis 39, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Testsubstanz eine natiirlich vorkommende Sub- 
stanz und insbesondere ein Hormon, insbesondere ein Steroidhor- 
mon, ein Vitamin, Thyroxin oder Retinsaure ist. 



41. Assay nach einem der Anspriiche 3 6 bis 39, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Testsubstanz eine in der Natur nicht vorkom- 
mende Substanz ist. 
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42. Assay nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Testsubstanz ein synthetisches Derivat eines natiirlichen Ligan- 
den oder ein Giftstoff, insbesondere Dioxin, ist. 

43. Screeningverfahren nach unbekannten Liganden eines bestimm- 
ten nuklearen Rezeptors, dadurch gekennzeichnet, dafi fur das 
Screening ein Assayverf ahren nach einem der Anspriiche 3 6 bis 3 9 
eingesetzt wird. 



44. in vivo-Assay zum Nachweis der Anwesenheit eines Liganden 
fur einen Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezeptors in einer 
Probe, die diesen moglicherweise enthalt, gekennzeichnet durch 
die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Probe mit Zellen nach einem der Ansprii- 
che 2 3 bis 3 5 unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit von 
Fusionsprotein ein sich an ein Ras- Protein anschlieSender 
Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das 

in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die 
den genannten Rezeptorabschnitt umfafit, und eine dritte Domane, 
die bei Bindung von Ligand an den Rezeptorabschnitt der zweiten 
Domane in der Lage ist, den inaktiven, sich an ein Ras -Protein 
anschliefienden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, umfafit, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschliefienden Signalweges erfolgt ist, 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschliefienden Signalweges die Anwesenheit eines Liganden fur 
die zweite Domane des Fusionsproteins und dement sprechend fur 
den Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezeptors in der Probe an- 
zeigt . 



45. Assay nach Anspruch 44, wobei Schritt (b) umfafit, die Akti- 
vierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweges 
liber die gegebenenf alls erfolgende Expression eines Reporter- 
gens, die nur aufgrund der infolge der Aktivierung des sich an 
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ein Ras-Protein anschlie£enden Signalweges erfolgenden Aktivie- 
rung eines spezifischen Transkriptionsf aktors erfolgt, nachzu- 
weisen, wobei der Nachweis der Expression des Reportergens die 
Anwesenheit eines Liganden fiir die zweite Domane des Fusionspro- 
5 teins und dementsprechend fur den Rezeptorabschnitt eines nukle- 
aren Rezeptors in der Probe anzeigt. 

46. Assay nach Anspruch 44, wobei in Schritt (a) Zellen, bei de- 
nen der inaktive, sich an ein Ras-Protein anschlie£ende Signal - 
) weg ein Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und des- 
sen Aktivierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, einge- 
setzt werden und Schritt (b) umf afit , zu untersuchen, ob die Zel- 
len unter den genannten Bedingungen vermehrungsf ahig sind, wobei 
ein Nachweis der Vermehrungsf ahigkeit der Zellen die Anwesenheit 
eines Liganden fiir die zweite Domane des Fusionsproteins und 
dementsprechend fur den Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezep- 
tors in der Probe anzeigt. 

47. in vivo-Assay zum Nachweis der Anwesenheit eines Liganden 
fiir einen Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezeptors in einer 
Probe, die diesen moglicherweise enthalt, gekennzeichnet durch 
die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Probe mit Zellen nach einem der Ansprii- 
che 23 bis 35 unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit von 
Fusionsprotein ein sich an ein Ras-Protein anschlie£ender 
Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das 
in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die 
den genannten Rezeptorabschnitt umfaSt, und eine dritte Domane, 
die nur bei fehlender Bindung von Ligand an den Rezeptorab- 
schnitt der zweiten Domane in der Lage ist, den inaktiven, sich 
an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweg in den Zellen zu ak- 
tivieren, umfa£t, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschliefienden Signalweges erfolgt ist, 
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(c) Untersuchen von Zellen, wie sie in Schritt (a) eingesetzt 
wurden, unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit von Fusions- 
protein ein sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg in 
den Zellen nicht aktiviert werden kann, in Abwesenheit der Probe 
auf Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalwegs , 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschliefienden Signalwegs in Abwesenheit der Probe und die Inak- 
tivitat des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalwegs in 
Anwesenheit der Probe die Anwesenheit eines Liganden fur die 
zweite Domane des Fusionsproteins und dementsprechend fur den 
Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezeptors in der Probe an- 
zeigt . 

48. Screeningverf ahren nach unbekannten Liganden eines bestimm- 
ten nuklearen Rezeptors in einer Probe, dadurch gekennzeichnet , 
dafi fur das Screening ein Assayverf ahren nach einem der Ansprii- 
che 44 bis 4 7 eingesetzt wird. 

49. in vivo-Assay zur guantitativen Bestimmung der Konzentration 
eines Liganden fur den Rezeptorabschnitt eines nuklearen Rezep- 
tors in einer Probe, die diesen enthalt, gekennzeichnet durch 
die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen eines Aliquots der Probe mit Zellen nach 
einem der Anspriiche 2 3 bis 3 5 unter Bedingungen, bei denen in 
Abwesenheit des Fusionsproteins ein sich an ein Ras-Protein an- 
schliefiender Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden 
kann, wobei das in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine 
zweite Domane, die den genannten Rezeptorabschnitt umfafit, und 
eine dritte Domane, die in der Lage ist, den inaktiven, sich an 
ein Ras-Protein anschliefienden Signalweg in den Zellen zu akti- 
vieren , umf afit , 
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(b) quantitatives Nachweisen des Ausmafies der Aktivierung des 
sich an ein Ras-Protein anschlie£enden Signalweges auf direktem 
oder indirektem Weg, 

(c) Ermittlung der Konzentrat ion des Liganden in der Probe durch 
Vergleich des ermittelten Aktivierungsausma£es mit entsprechen- 
den Wert en, die fur bekannte Standardkonzentrationen des Ligan- 
den ermittelt wurden. 

50. Assay nach Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet , da£ der 
quantitative Nachweis des Ausmafies der Aktivierung des sich an 
ein Ras-Protein anschlie£enden Signalweges in Schritt (b) indi- 
rekt erfolgt, indem die in den Zellen vorliegende Menge eines 
Transkriptions- oder Translationsprodukts eines Reportergens, 
dessen Expression nur aufgrund der infolge der Aktivierung des 
sich an ein Ras-Protein anschlieEenden Signalweges erfolgenden 
Aktivierung eines spezifischen Transkriptionsf aktors erfolgt, zu 
einem bestimmten Zeitpunkt oder die Expressionsrate dieses Re- 
portergens bezogen auf das Transkriptions- oder Translationspro- 
dukt unter den genannten Bedingungen bestimmt wird, und in 
Schritt (c) die Ermittlung der Konzentrat ion des Liganden in der 
Probe durch Vergleich der ermittelten Werte mit entsprechenden 
Wert en, die fur bekannte Standardkonzentrationen des Liganden 
ermittelt wurden, erfolgt. 

51. Assay nach Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet, daS in 
Schritt (a) Zellen, bei denen der inaktive, sich an ein Ras- 
Protein anschlieEende Signalweg ein Signalweg ist, der auf den 
Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung fur die Zellvermeh- 
rung essenziell ist, eingesetzt werden und der quantitative 
Nachweis des AusmaEes der Aktivierung des sich an ein Ras- 
Protein anschliefienden Signalweges in Schritt (b) indirekt er- 
folgt, indem die Vermehrung der Zellen zu einem festgelegten 
Zeitpunkt oder die Vermehrungsrate der Zellen unter den genann- 
ten Bedingungen bestimmt wird, und in Schritt (c) die Ermittlung 
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der Konzentration des Liganden in der Probe durch Vergleich der 
ermittelten Werte mit entsprechenden Werten, die fur bekannte 
Standardkonzentrationen des Liganden ermittelt wurden, erf olgt . 

52. in vivo-Assay zum Nachweis, ob eine Verbindung in der Lage 
ist, eine Bindungsaktivitat eines Rezeptorabschnitts eines nu- 
klearen Rezeptors gegemiber einem Liganden zu verandern, gekenn- 
zeichnet durch die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen des Liganden in Anwesenheit der Verbindung 
mit Zellen nach einem der Anspriiche 23 bis 3 5 unter Bedingungen, 
bei denen die Verbindung in die Zellen diffundieren kann oder 
sie von den Zellen produziert wird und bei denen in Abwesenheit 
von Fusionsprotein ein sich an ein Ras-Protein anschlieSender 
Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das 
in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die 
den genannten Rezeptorabschnitt umfaEt, und eine dritte Domane, 
die nur bei Bindung von Ligand oder, alternativ, nur bei fehlen- 
der Bindung von Ligand an die zweite Domane in der Lage ist, den 
inaktiven, sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweg in 
den Zellen zu aktivieren, umfafit, 

(b) Untersuchen, ob und gegebenenf alls in welchem Ausmafi eine 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalwe- 
ges erf olgt ist, 

(c) Vergleichen des Untersuchungsergebnisses von Schritt (b) 
mit einem Untersuchungsergebnis , das bei Ausfiihren des Assay in 
Abwesenheit der Verbindung erhalten wird. 

53. Assay nach Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet , dafi Schritt 
(b) umfafit, die Aktivierung des sich an ein Ras-Protein an- 
schliefienden Signalweges liber eine gegebenenf alls erf olgende Ex- 
pression eines Reportergens , die nur aufgrund der infolge der 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalwe- 
ges erfolgenden Aktivierung eines spezifischen Transkriptions- 
faktors erf olgt, nachzuweisen und der gegebenenf alls erf olgende 
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quantitative Nachweis des Ausmafies der Aktivierung des sich an 
ein Ras-Protein anschliefienden Signalweges umfa£t, die in den 
Zellen vorliegende Menge an Transkriptions - oder Translations - 
produkt des Reportergens zu einem bestimmten Zeitpunkt oder die 
Expressionsrate dieses Reportergens bezogen auf das Transkripti- 
ons- oder Translationsprodukt unter den genannten Bedingungen zu 
bestimmen, wobei in dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) 
ergibt, dafi in Anwesenheit der Verbindung eine starkere Expres- 
sion des Reportergens auftritt, eine Agonistenwirkung der Ver- 
bindung und in dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) er- 
gibt, dafi in Anwesenheit der Verbindung eine geringere Expressi- 
on des Reportergens auftritt, eine Antagonistenwirkung der Ver- 
bindung angezeigt wird. 

54. Assay nach Anspruch 53, dadurch gekennzeichnet , da£ er unter 
Bedingungen durchgefuhrt wird, bei denen keine Vermehrung der 
Zellen auftritt. 

55. Assay nach Anspruch 52, wobei in Schritt (a) Zellen, bei de- 
nen der inaktive, sich an ein Ras-Protein anschliefiende Signal- 
weg ein Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und des- 
sen Aktivierung fur die Zell vermehrung essenziell ist, einge- 
setzt werden und Schritt (b) umfa£t, zu untersuchen, ob und ge- 
gebenenfalls in welchem Ausmafi die Zellen unter den genannten 
Bedingungen vermehrungsf ahig sind, wobei in dem Falle, wo der 
Vergleich in Schritt (c) ergibt , da£ in Anwesenheit der Verbin- 
dung eine starkere Zellvermehrung auftritt, eine Agonistenwir- 
kung der Verbindung und in dem Falle, wo der Vergleich in 
Schritt (c) ergibt, dafi in Anwesenheit der Verbindung eine ge- 
ringere Zellvermehrung auftritt, eine Antagonistenwirkung der 
Verbindung angezeigt wird. 
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56. in vivo-Assay zum Nachweis, ob ein Polypeptid oder Protein 
eine Ligandenbindungsf unktion eines nuklearen Rezeptors auf- 
weist, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 
(a) Inkontaktbringen von Zellen nach einem der Anspriiche 23 bis 
3 5 mit dem Liganden unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit 
des Fusionsproteins ein sich an ein Ras-Protein anschlieEender 
Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das 
in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die 
das zu untersuchende Polypeptid oder Protein umfafit, und eine 
dritte Domane, die bei Bindung von Ligand an die zweite Domane 
in der Lage ist, den inaktiven, sich an ein Ras-Protein an- 
schliefcenden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, umf aSt , 
(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des sich an ein Ras-Proteir 
anschliefienden Signalweges erfolgt ist, 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschliefienden Signalweges anzeigt, dafi die zweite Domane des 
Fusionsproteins und dement sprechend das zu untersuchende Poly- 
peptid oder Protein eine Ligandenbindungsf unktion eines nuklea- 
ren Rezeptors aufweist. 



57. Assayverf ahren nach Anspruch 56, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane 
umfafit, die einen von einem natiirlich vorkommenden Rezeptorab- 
schnitt durch Mutation abgeleiteten Rezeptorabschnitt enthalt. 

58. Assay nach Anspruch 56 oder 57, wobei Schritt (b) umfafit, 
die Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalweges liber die gegebenenf alls erfolgende Expression eines 
Reportergens, die nur aufgrund der infolge der Aktivierung des 
sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweges erfolgenden 
Aktivierung eines spezifischen Transkriptionsf aktors erfolgt, 
nachzuweisen, wobei der Nachweis der Expression des Reportergens 
das Vorliegen einer Ligandenbindungsf unktion der zweiten Domane 
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des Fusionsproteins und dementsprechend des zu untersuchenden 
Polypeptids oder Proteins anzeigt . 

59. Assay nach Anspruch 56 oder 57, wobei in Schritt (a) Zellen, 
bei denen der inaktive, sich an ein Ras-Protein anschliefcende 
Signalweg ein Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und 
dessen Aktivierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, einge- 
setzt werden und Schritt (b) umfafit, zu untersuchen, ob die Zel- 
len unter den genannten Bedingungen vermehrungsf ah ig sind, wobei 
ein Nachweis der Vermehrungsf ahigkeit der Zellen das Vorliegen 
einer Ligandenbindungsf unktion der zweiten Domane des Fusions - 
proteins und dementsprechend des zu untersuchenden Polypeptids 
oder Proteins anzeigt. 

60. in vivo-Assay zum Nachweis, ob ein Polypeptid oder Protein 
eine Ligandenbindungsf unktion eines nuklearen Rezeptors auf- 
weist, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen von Zellen nach einem der Anspriiche 23 bis 
3 5 mit dem Liganden unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit 
des Fusionsproteins ein sich an ein Ras-Protein anschliefiender 
Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei das 
in den Zellen enthaltene Fusionsprotein eine zweite Domane, die 
das zu untersuchende Polypeptid oder Protein umf aSt , und eine 
dritte Domane, die nur bei fehlender Bindung von Ligand an die 
zweite Domane in der Lage ist, den inaktiven, sich an ein Ras- 
Protein anschlieEenden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, 
umf a£t , 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschlieSenden Signalweges erfolgt ist, 

(c) Untersuchen von Zellen, wie sie in Schritt (a) eingesetzt 
wurden, unter Bedingungen, bei denen in Abwesenheit des Fusions- 
proteins ein sich an ein Ras-Protein anschlieSender Signalweg in 
den Zellen nicht aktiviert werden kann, in Abwesenheit von Li- 
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gand auf Aktivierung des sich an ein Ras- Protein anschlie£enden 
Signalwegs , 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein 
anschlieEenden Signalwegs in Abwesenheit des Liganden und die 
Inaktivitat des sich an ein Ras-Protein anschlieSenden Signal- 
wegs in Anwesenheit des Liganden anzeigt, dafi die zweite Domane 
des Fusionsproteins und dementsprechend das zu untersuchende Po- 
lypeptid oder Protein eine Ligandenbindungsf unktion eines nukle- 
aren Rezeptors aufweist. 

61. Kit zur Verwendung in einem Assay oder Screeningverf ahren 
nach einem der Anspruche 3 6 bis 55, dadurch gekennzeichnet, dafi 
er Zellen nach Anspruch 23 umf aSt . 

62 . Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspruche 
36 bis 55, dadurch gekennzeichnet, daS er folgende Bestandteile 
umf a£t : 

a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg nicht aktiviert 
werden kann, 

b) einen oder mehrere Transformations- oder Transf ektionsvekto- 
ren, die mindestens eine DNA-Sequenz enthalten, die ein Fusions- 
protein nach Anspruch 1 kodiert , wobei das Fusionsprotein eine 
dritte Domane umfafit, die in der Lage ist, bei fehlender Bindung 
oder, alternativ, bei Bindung von Ligand an die zweite Domane 
den inaktiven oder inaktivierbaren, sich an ein Ras-Protein an- 
schliefienden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, 

c) gegebenenf alls Reagenzien zur Transformation oder Transfek- 
tion der Zellen mit dem Transformations- oder Transf ektionsvek- 
tor, 

d) gegebenenf alls Reagenzien zur Detektion der phanotypischen 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschlieSenden Signal- 
transduktionsweges in diesen Zellen. 
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63 . Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspriiche 
3 6 bis 55, dadurch gekennzeichnet, dafi er folgende Bestandteile 
umf a£t : 

a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
sich an ein Ras-Protein anschlie£ender Signalweg nicht aktiviert 
werden kann, 

b) einen Transformations- oder Transfektionsvektor, 
der in geeigneter Anordnung 

eine DNA-Sequenz , die eine erste Domane eines Fusions- 
proteins, wie in Anspruch 1 definiert, kodiert, 
eine DNA-Sequenz, die eine dritte Domane eines Fusions - 
proteins, wie in Anspruch 1 definiert und die in der 
Lage ist, bei fehlender Bindung oder, alternativ, bei 
Bindung von Ligand an die zweite Domane den inaktiven 
oder inaktivierbaren, sich an ein Ras-Protein anschlie- 
fienden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, kodiert , 
und 

eine geeignet angeordnete Insertionsstelle zur funktio- 
nalen Insertion einer DNA-Sequenz, die eine zweite Do- 
mane, wie in Anspruch 1 definiert, kodiert, 
aufweist, wobei nach Insertion einer DNA-Sequenz fur die zweite 
Domane der Vektor ein vollstandiges Gen fur ein Fusionsprotein 
nach Anspruch 1 umf a£t , 

c) gegebenenf alls Reagenzien zur Transformation oder Transfek- 
tion der Zellen mit dem Transformations- oder Trans f ektionsvek- 
tor , 

d) gegebenenf alls Reagenzien zur Detektion der phanotypischen 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal- 
transduktionsweges in diesen Zellen. 

64 . Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspriiche 
56 bis 60, dadurch gekennzeichnet, dafi er Zellen nach Anspruch 
2 3 umfafit, wobei das darin enthaltene Fusionsprotein eine zweite 
Domane, umfassend ein Polypeptid oder Protein, bei dem eine Li- 
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gandenbindungsfunktion eines nuklearen Rezeptors vermutet wird, 
umf afit . 

65. Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspruche 
56 bis 60, dadurch gekennzeichnet , daS er folgende Bestandteile 
umf a£t : 

a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg nicht aktiviert 
werden kann, 

b) einen oder mehrere Transformations- oder Transf ektionsvekto- 
ren, die mindestens eine DNA-Sequenz umfassen, die ein Fusions- 
protein nach Anspruch 1, dessen zweite Domane ein Polypeptid 
oder Protein umfafit, bei dem eine Ligandenbindungsf unktion eines 
nuklearen Rezeptors vermutet wird, und dessen dritte Domane in 
der Lage ist, bei fehlender Bindung oder, alternativ, bei Bin- 
dung von Ligand an die zweite Domane den inaktiven oder inakti- 
vierbaren, sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signalweg in 
den Zellen zu aktivieren, kodiert, 

c) gegebenenfalls Reagenzien zur Transformation oder Transfek- 
tion der Zellen mit dem Transformations- oder Transf ektionsvek- 
tor , 

d) gegebenenfalls Reagenzien zur Detektion der phanotypischen 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal- 
transduktionsweges in diesen Zellen. 

66. Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspruche 
56 bis 60, dadurch gekennzeichnet, dafi er folgende Bestandteile 
umfafit : 

a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
sich an ein Ras-Protein anschliefiender Signalweg nicht aktiviert 
werden kann, 

b) einen Transformations- oder Transf ektionsvektor, 
der in geeigneter Anordnung 

eine DNA-Seguenz, die eine erste Domane eines Fusions- 
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proteins, wie in Anspruch 1 definiert, kodiert, und 
eine DNA-Sequenz, die eine dritte Domane eines Fusions - 
proteins, wie in Anspruch 1 definiert und die in der 
Lage ist, bei fehlender Bindung oder, alternativ, bei 
Bindung von Ligand an die zweite Domane den inaktiven 
oder inaktivierbaren, sich an ein Ras-Protein anschlie- 
fienden Signalweg in den Zellen zu aktivieren, kodiert, 
und 

eine geeignet angeordnete Insert ionsstelle zur funktio- 
nalen Insertion einer DNA-Sequenz, die eine zweite Do- 
mane, umfassend ein Polypeptid oder Protein, bei dem 
eine Ligandenbindungsf unktion eines nuklearen Rezeptors 
vermutet wird, umf a£t , kodiert, 
aufweist, wobei nach Insertion einer DNA-Sequenz fur die zweite 
Domane der Vektor ein vollstandiges Gen fur ein Fusionsprotein 
nach Anspruch 1 umfafit, bei dem die zweite Domane ein Polypeptid 
oder Protein umfafit, bei dem eine Ligandenbindungsf unktion eines 
nuklearen Rezeptors vermutet wird, 

c) gegebenenf alls Reagenzien zur Transformation oder Transfek- 
tion der Zellen mit dem Transformations- oder Transf ektionsvek- 
tor, 

d) gegebenenf alls Reagenzien zur Detektion der phanotypischen 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden Signal - 
transduktionsweges in diesen Zellen. 

67. Kit nach einem der Anspriiche 61 bis 66, in welchem die Zel- 
len zusatzlich ein Konstrukt enthalten, umfassend eine Bindungs- 
stelle fiir einen Transkriptionsf aktor , dessen Aktivierung infol- 
ge einer Aktivierung eines speziellen ras-Signalwegs , dessen Ak- 
tivierung durch den Assay nachgewiesen werden soil, erfolgt, ei- 
nen Minimalpromotor und ein damit funktional verkniipftes Repor- 
tergen, wobei der Minimalpromotor infolge einer Bindung des ak- 
tivierten Transkriptionsf aktors an seine Bindungsstelle akti- 
viert wird. 



WO 00/40717 




PCT/EP99/10461 



- 76 - 



68. Kit nach einem der Anspriiche 61 bis 66, dadurch gekennzeich- 
net, dafi er zusatzlich einen Transformations- Oder Transfekti- 
onsvektor mit einem Konstrukt, umfassend eine Bindungsstelle fur 
einen Transkriptionsf aktor , dessen Aktivierung infolge einer Ak- 
tivierung eines speziellen ras- Signal wegs , dessen Aktivierung 
durch den Assay nachgewiesen werden soil, erfolgt, einen Mini- 
malpromotor und ein damit funktional verkmipftes Reportergen, 
wobei der Minimalpromotor infolge einer Bindung des aktivierten 
Transkriptionsf aktors an seine Bindungsstelle aktiviert wird, 
enthalt . 

69. Kit nach einem der Anspriiche 61 bis 66, dadurch gekennzeich- 
net, da£ er zusatzlich einen Transformations- oder Transfekti- 
onsvektor mit einem Konstrukt, umfassend eine Bindungsstelle fur 
einen Transkriptionsf aktor , dessen Aktivierung infolge einer Ak- 
tivierung eines speziellen ras-Signalwegs , dessen Aktivierung 
durch den Assay nachgewiesen werden soil, erfolgt, einen Mini- 
malpromotor und eine fur eine durch den Minimalpromotor gesteu- 
erte Expression geeignet angeordnete Insertionsstelle fur eine 
Insertion eines Gens fur ein Reporterprotein, wobei der Minimal- 
promotor infolge einer Bindung des aktivierten Transkriptions- 

f aktors an seine Bindungsstelle aktiviert wird, enthalt. 

70. Kit nach einem der Anspriiche 61 bis 69, welcher die Zellen 
immobilisiert auf einem festen Trager, insbesondere auf Mikroti- 
terplatten oder Biochips, enthalt. 

71. Ligand fur einen Bindungsabschnitt eines Rezeptors, Verbin- 
dung, die in der Lage ist, eine Bindungsaktivitat eines Ligan- 
denbindungsabschnitts eines Rezeptors gegeniiber einem Liganden 
zu verandern, oder Polypeptid oder Protein, das eine Liganden- 
bindungsf unktion eines Rezeptors aufweist, erhalten oder identi- 
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fiziert mittels eines der Assayverf ahren nach einem der Anspru- 
che 3 6 bis 4 8 und 52 bis 60. 



72. Zusammensetzung, die einen Oder mehrere Ligand(en), eine 
oder mehrere Verbindung (en) und/oder ein Oder mehrere Polypep- 
tid(e) oder Protein (e) nach Anspruch 71 enthalt. 

73. Arzneimittel , umfassend einen Ligand, eine Verbindung 
und/oder ein Polypeptid oder Protein nach Anspruch 71 oder eine 
Zusammensetzung nach Anspruch 72. 



74 . Verf ahren zur Identif izierung von Polypeptiden oder Pro- 
t einen, insbesondere Rezeptoren, die eine Ligandenbindungsf unk- 
tion eines Rezeptors aufweisen, welches umf a£t : 

eine Zelle nach Anspruch 1 mit einem Fusionsprotein, das die 
in Anspruch 1 beschriebenen Merkmale aufweist und die Ge- 
samtheit eines derartigen Polypeptids oder Proteins oder ei- 
nen Teil eines derartigen Polypeptids oder Proteins, der 
mutmafilich die fur die Ligandenbindungsf unktion essentiellen 
Sequenzabschnitte enthalt, umfa£t, herzustellen und 
mittels dieser Zelle ein in vivo-Assayverf ahren zum Nach- 
weis, ob ein Polypeptid oder Protein eine Ligandenbindungs- 
f unktion eines Rezeptors aufweist, nach einem der Anspruche 
56 bis 60 auszufuhren. 



75. Verwendung eines Liganden, einer Verbindung und/oder eines 
Polypeptids oder Proteins nach Anspruch 71 als Leitsubstanz zur 
Entwicklung von davon abgeleiteten Liganden, Verbindungen und 
Polypeptiden bzw. Proteinen. 

76. Verf ahren zur Herstellung eines Liganden fur einen Bin- 
dungsabschnitt eines Rezeptors, einer Verbindung, die in der La- 
ge ist, eine Bindungsaktivitat eines Ligandenbindungsabschnitts 
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eines Rezeptors gegeniiber einem Liganden zu verandern, oder ei- 
nes Polypeptids oder Proteins, das eine Ligandenbindungsf unktion 
eines Rezeptors aufweist, durch ein- oder mehrfache Derivatisie- 
rung ausgehend von einem mittels der Assay-, Identif izierungs- , 
Screening- oder Herstellungsverf ahren nach einem der Anspriiche 
36 bis 48, 52 bis 60 und 74 identif izierten Liganden, Modifizie- 
rungsverbindung, Polypeptid oder Protein. 

77. Nukleinsauremolekiil, erhalten ausgehend von einem mittels 
der Assay- oder Herstellungsverf ahren nach einem der Anspriiche 
56 bis 60, 74 und 76 identif izierten bzw. hergestellten Polypep- 
tid oder Peptid, insbesondere Rezeptor, durch ein Verfahren, das 
die Bereitstellung eines das Polypeptid oder Protein kodierenden 
Gens oder eines Teils davon, der zumindest die fiir die Aktivitat 
des kodierten Polypeptids oder Proteins essentiellen Nukleinsau- 
resequenzabschnitte umfafit, in im wesentlichen reiner Form um- 
fafit . 

78. Verwendung des Nukleinsauremolekiils nach Anspruch 77 zur 
Herstellung eines Gentherapeutikums . 
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